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Verfahren und Anordnung zur tiefenaufgelosten optischen Erfassung 

einer Probe 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren und eine Anordnung in der 
Mikroskopie, insbesondere der Fluoreszenz Laser Scanning Mikroskopie zur 
Untersuchung von vorwiegend biologischen Proben, Praparaten und 
zugehorigen Komponenten. Mit eingeschlossen sind auf 
Fluoreszenzdetektion basierenden Verfahren zum Screenen von Wirkstoffen 
(High Throughput Sceening) sowie auf anderen Kontrastmechanismen 
basierende Methoden der Laser Scanning Mikroskopie. 

Stand der Technik 

Ein klassisches Anwendungsgebiet der Lichtmikroskopie zur Untersuchung 
von biologischen Praparaten ist die Fluoreszenzmikroskopie (Lit.: Pawley, 
..Handbook of Biological Confocal Microscopy"; Plenum Press 1995). Hierbei 
werden bestimmte Farbstoffe zur spezifischen Markierung von Zellteilen 
verwendet. 

Die eingestrahlten Photonen einer bestimmten Energie regen die 
Farbstoffmolekiile durch die Absorption eines Photons aus dem 
Grundzustand in einen angeregten Zustand an. Diese Anregung wird meist 
als Einphotonen-Absorption bezeichnet (Abb. 1a ). Die so angeregten 
Farbstoffmolekule konnen auf verschiedene Weise in den Grundzustand 
zuruck gelangen. In der Fluoreszenzmikroskopie ist der Ubergang unter 
Aussendung eines Fluoreszenzphotons am wichtigsten. Die Wellenlange des 
emittierten Photons ist aufgrund der Stokesverschiebung im Vergleich zur 
Anregungsstrahlung generell rot verschoben, besitzt also eine groliere 
Wellenlange. Die Stokesverschiebung ermoglicht die Trennung der 
Fluoreszenzstrahlung von der Anregungsstrahlung. 

Das Fluoreszenzlicht wird mit geeigneten dichroitischen Strahlteilern in 
Kombination mit Blockfiltern von der Anregungsstrahlung abgespalten und 
getrennt beobachtet. Dadurch ist die Darstellung einzelner, mit verschiedenen 
Farbstoffen eingefarbten Zellteilen moglich. Grundsatzlich konnen jedoch 
auch mehrere Teile eines Praparates gleichzeitig mit verschiedenen sich 
spezifisch anlagernden Farbstoffen eingefarbt werden (Mehrfachfluoreszenz). 
Zur Unterscheidung der von den einzelnen Farbstoffen ausgesendeten 
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Fluoreszenzsignale werden wiederum spezielle dichroitische Strahlteiler 
verwendet. 

Neben der Anregung der Farbstoffmolekule mit einem hochenergetischen 
Photon (Einphotonen-Absorption) ist auch eine Anregung mit mehreren 
Photonen geringerer Energie moglich ( Abb. 1b l Die Summe der Energien der 
Einzelphotonen entspricht hierbei ungefahr der des hochenergetischen 
Photons. Diese Art der Anregung . der Farbstoffe wird als Mehrphotonen- 
Absorption bezeichnet (Lit.: Corle, Kino; ..Confocal Scanning Optical 
Microscopy and Related Imaging Systems"; Academic Press 1996). Abb. 1b 
zeigt eine Anregung mittels der simultanen Absorption von 2 Photonen im 
nahen infraroten Wellenlangenbereich. Die Farbstoffemission wird durch 
diese Art der Anregung jedoch nicht beeinfluRt, d.h. das Emissionsspektrum 
erfahrt bei der Mehrphotonen-Absorption einen negativen Stokesshift, besitzt 
also eine geringere Wellenlange im Vergleich zur Anregungsstrahlung. Die 
Trennung der Anregungs- von der Emissionsstrahlung erfolgt in der gleichen 
Art und Weise wie bei der Einphotonen-Absorption. 

Der Stand der Technik soli im folgenden beispielhaft anhand eines konfokalen 
Laser-Scanning- Mikroskopes (LSM) erlautert werden (Abb. 2). 

Ein LSM gliedert sich im wesentlichen in 4 Module: Lichtquelle L, Scanmodul 
S, Detektionseinheit DE und Mikroskop M. Diese Module werden im 
folgenden naher beschrieben. Es wird zusatzlich auf 
DE19702753A1 , US6167173 verwiesen. 

Zur spezifischen Anregung der verschiedenen Farbstoffe in einem Praparat 
werden in einem LSM Laser mit verschiedenen Wellenlangen eingesetzt. Die 
Wahl der Anregungswellenlange richtet sich nach den Absorptions- 
eigenschaften der zu untersuchenden Farbstoffe. Die Anregungsstrahlung 
wird im Lichtquellenmodul L erzeugt. Zum Einsatz kommen hierbei 
verschiedene Laser A-D (Argon, Argon Krypton, TiSa-Laser). Weiterhin erfolgt 
im Lichtquellenmodul L die Selektion der Wellenlangen und die Einstellung 
der Intensitat der benotigten Anregungswellenlange, z.B. durch den Einsatz 
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eines akusto-optischen Modulators. Anschlieftend gelangt die Laserstrahlung 
uber eine Faser oder eine geeignete Spiegelanordnung in das Scanmodul S . 
Die in der Lichtquelle L erzeugte Laserstrahlung wird mit Hilfe des Objektivs 
(2) beugungsbegrenzt uber die Scanner, die Scan Lens und die Tubuslinse in 
das Praparat ((Probe 3) fokussiert Der Fokus wird rasterformig in x-y- 
Richtung uber die Probe 3 bewegt. Die Pixelverweilzeiten beim Scannen uber 
die Probe 3 liegen meist im Bereich von weniger als einer Mikrosekunde bis 
zu einigen Sekunden. 

Bei einer konfokalen Detektion (descannte Detektion) des Fluoreszenzlichtes 
gelangt das Licht, das aus der Fokusebene (Probe 3 ) und aus den daruber- 
und darunterliegenden Ebenen emittiert wird, uber die Scanner auf einen 
dichroitischen Strahlteiler (MDB). Dieser trennt das Fluoreszenzlicht vom 
Anregungslicht. Anschlieftend wird das Fluoreszenzlicht uber dichroitische 
Strahlteiler DBS 1-3 und Pinholeoptiken auf eine Blende (konfokale Blende / 
Pinhole) (PH1,2,3,4) fokussiert, die sich genau in einer zur Fokusebene des 
Objektivs 2 konjugierten Ebene befindet. Dadurch werden 
Fluoreszenzlichtanteile aufterhalb des Fokus unterdruckt. Durch Variieren der 
Blendengrofie kann die optische Auflosung des Mikroskops eingestellt 
werden. Hinter der Blende befindet sich ein weiterer dichroitischer Blockfilter 
(EF1-4) der nochmals die Anregungsstrahlung unterdruckt. Nach Passieren 
des Blockfilters wird das Fluoreszenzlicht mittels eines Punktdetektors 
(PMT1-4) gemessen. 

Bei Verwendung einer Mehrphotonen-Absorption erfolgt die Anregung der 
Farbstofffluoreszenz in einem kleinen Volumen in dem die 
Anregungsintensitat besonders hoch ist. Dieser Bereich ist nur unwesentlich 
grower als der detektierte Bereich bei Verwendung einer konfokalen 
Anordnung. Der Einsatz einer konfokalen Blende kann somit entfallen und die 
Detektion uber T-PMT , PMT 5 kann in Detektionsrichtung direkt nach dem 
Objektiv oder auf der dem Objektiv abgewandten Seite erfolgen (non 
descannte Detektion). 

In einer weiteren Anordnung zur Detektion (nicht dargestellt) einer durch 
Mehrphotonenabsorption angeregten Farbstofffluoreszenz erfolgt weiterhin 
eine descannte Detektion, jedoch wird diesmal die Pupille des Objektives von 
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der Pinholeoptik PH in die Detektionseinheit abgebildet (nichtkonfokal 
descannte Detektion). 

Von einem dreidimensional ausgeleuchteten Biid wird durch die geschilderten 
Detektionsanordnungen in Verbindung mit der entsprechenden Einphotonen 
bzw. Mehrphotonen-Absorption nur die Ebene (optischer Schnitt) 
wiedergegeben, die mit der Fokusebene des Objektivs zusammenfallt. Durch 
die Aufzeichnung mehrerer optische Schnitte in der x-y Ebene in 
verschiedenen Tiefen z der Probe kann anschlie&end rechnergestutzt ein 
dreidimensionales Bild der Probe generiert werden. 

Das LSM ist somit zur Untersuchung von dicken Praparaten geeignet. Die 
Anregungswellenlangen werden durch den verwendeten Farbstoff mit seinen 
spezifischen Absorptionseigenschaften bestimmt. Auf die Emissions- 
eigenschaften des Farbstoffes abgestimmte dichroitische Filter stellen sicher, 
dad nur das vom jeweiligen Farbstoff ausgesendete Fluoreszenzlicht vom 
Punktdetektor gemessen wird. 

Statt eines Punktscanners werden nach dem Stand der Technik auch so 
genannte Linienscanner verwendet (Lit.: Corle, Kino; „Confocal Scanning 
Optical Microscopy and Related Imaging Systems"; Academic Press 1996). 
Der prinzipielle Aufbau entspricht im wesentlichen dem eines LSM nach Abb. 
2. Jedoch wird statt eines Punktfokus eine Linie in die Probe (3) abgebildet 
und die zu untersuchende Probe nur noch in einer Richtung (x oder y) 
gescannt. Die Erzeugung des Linienfokus erfolgt mit Hilfe mindestens einer in 
Abb.2 gestrichelt dargestellten Zylinderlinse (ZL) im kollimierten 
Beleuchtungsstrahlengang in deren Brennweite sich eine Pupillenebene der 
Mikroskopanordnung befindet. Als konfokale Blende (PH) dient in einem 
solchen Aufbau eine Schlitzblende anstatt der Pinholes PH 1-4. Eine 
nichtdescannte Detektion bei Verwendung einer Mehrphotonen-Absorption 
kann auch mit dieser Anordnung erfolgen. Hierzu kann wiederum die 
konfokale Blende (PH) entfallen. Zur Detektion wird eine CCD- Kamera (nicht 
descannt) oder Zeile (descannt) mit 1024 oder mehr Bildpunkten anstatt des 
Punktdetektors (PMT) eingesetzt Durch das Scannen einer Linie anstatt 
eines Punktes kann die Bildaufnahmerate erheblich vergrofcert werden. Somit 
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kann dieses Scanverfahren zur Beobachtung von schnell ablaufenden 
Prozessen in Echtzeit (Echtzeitmikroskopie) verwendet werden. 
Nachteilig bei diesem Verfahren ist, dass die Tiefenauflosung durch die 
Schlitzblende urn einen Faktor 1.4 schlechter ist im Vergleich zu 
punktscannenden Laser Scanning Mikroskopen. Dies kommt daher, dass die 
konfokaie Schlitzblende nur Fluoreszenzlichtanteile aufterhalb des konfokaien 
Schnittes senkrecht zur Scanlinie unterdruckt. Zusatzlich verschlechtert sich 
die laterale Auflosung. 

In einer weiteren Anordnung zur Echtzeitmikroskopie nach dem Stand der 
Technik wird das komplette zu untersuchende Feld mittels einer 
aufgeweiteten Lichtquelle beleuchtet. Jedoch werden nur spezielle 
Punktmuster des gesamten zu scannenden Feldes durch eine sich schnell 
drehende Scheibe freigegeben. Diese Verfahren werden in der Literatur meist 
als Nipkow-Disk Verfahren bezeichnet (Lit.: Corle, Kino; „Confocal Scanning 
Optical Microscopy and Related Imaging Systems"; Academic Press 1996). 

In einem weiteren Verfahren nach dem Stand der Technik, der sogenannten 
strukturierten Beleuchtung (siehe Abb. 3), nutzt man die Modulationstiefe der 
optischen Abbildung einer Amplitudenstruktur (z.B. Gitter) als Kriterium fur die 
Tiefenscharfe. Das Bild der periodischen Struktur zeichnet sich durch die 
Frequenz der Modulation und die Phasestellung (Bildphase) der Modulation 
aus. 

Durch eine Phasenverschiebung der Struktur senkrecht zur optischen Achse 
konnen unterschiedliche Projektionsszenarien erhalten werden. 
Urn streifenfreie, tiefendiskriminierte optische Schnitte berechnen zu konnen, 
werden im allgemeinen mindestens 3 Phasenbilder PB bei 0°, 120° und 240° 
benotigt. Diese Phasenbilder (PB) werden anschliefcend zu einem 
(konfokaien) optischen Schnittbild in einem Image Prozessor mit folgender 
Formel verrechnet: 

I section (*) = Const • *J(I(x,0°) - /(jc,120°)) 2 + (/ (*,120°) - /(*,240°)) 2 + (/(*,0°) - /(*,240°)) 2 , 

wobei l(x, Winkel) die Intensitat am jeweiligen Pixel in dem entsprechenden 
Phasenbild beschreibt. 



7505.1 DE 



Die Aufzeichnung der 3 Oder mehr Phasenbilder erfolgt im einfachsten Falle 
sequentiell. Dabei wird davon ausgegangen, dass sich die Probe wahrend der 
Messung der Bilder nicht bewegt. Die so aus den Phasenbildem berechneten 
Schnittbilder bzw. Schnittstapel konnen anschiiefiend mittels 3-D 
Auswertesoftware auf einem Standard PC und Monitor dargestellt werden. 
Die Ortsauflosung entlang der optischen Achse hangt von der Wellenlange 
des Lichtes, der numerischen Apertur des Objektivs und der 
Modulationsfrequenz ab. 

Fur eine detaillierte Beschreibung des Berechnungsalgorithmus wird auf T. 
Wilson et al.; „Method of obtaining optical sectioning by using structured light 
in a conventional microscope"; Optics Letters 22 (24) 1997 verwiesen. 

Nachteilig bei bisherigen Verfahren zur Echtzeitmikroskopie ist weiterhin, 
dass bei einer simultanen Untersuchung von mehreren Farbstoffen auch 
mehrere Detektionseinrichtungen vorzusehen sind. Dadurch erhohen sich die 
Anforderungen an die Datenubertragung und die Kosten fur ein solches 
Gerat. Deshalb werden heutzutage nur Mikroskope zur sequentiellen 
Bildgebung der verschiedenen FarbstoffTluoreszenzen eingesetzt. In DE 
19829981 A1 wird ein Verfahren beschrieben, die Anregungswellenlange und/ 
Oder Intensitat wahrend des Scanvorgangs zu andern. 

Aufgabe der Erfindung ist die Schaffung einer neuen Methode mit der 
Praparate in Echtzeit und mit einer hohen optischen Auflosung abgebildet 
werden konnen. 

Dies Aufgabe wird durch Anordnungen und Verfahren gemafc den 
unabhangigen Patentanspruchen gelost. 

Bevorzugte Weiterbildungen sind Gegenstand der abhangigen Anspruche. 

Die Erfindung ist zum Einsatz in Appiikationen, die Mehrfachfluoreszenzen 
erfordern, besonders geeignet, da diese simultan und vorteilhaft auch mit 
vergleichbarer optischer Auflosung wie bei einen punktscannenden LSM, 
jedoch in Echtzeit aufgezeichnet werden konnen. 
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Die Methode kann in bildgebenden Mikroskopiersystemen eingesetzt werden 
wie Laser Scanning Mikroskopen zur dreidimensionalen Untersuchung von 
biologischen Praparaten mit einer optischen, raumlichen Auflosung bis zu 200 
nm und in analytischen Mikroskopiersystemen wie beispielsweise 
Fluoreszenzkorrelationsspektrometern eingesetzt werden. 
Weiterhin sind auf Fluoreszenzdetektion basierende Verfahren zum Screenen 
von Farbstoffen wie z.B.in sogenannten Chipreadern eingeschlossen, die 
sich von den Verfahren der Laser Scanning Mikroskopie vor allem durch ein 
deutlich grofieres Bildfeld unterscheiden. 

Beschreibung der Erfindung 

& Gegenstand des Verfahrens zur Erhohung der raumlichen 
Detektionsauflosung, vorzugsweise bei einem in Echtzeit bildgebenden 
Verfahren, ist eine linienformige Anregung und Detektion der von einer Probe 
reflektierten, gestreuten und / oder transmittierten Anregungsstrahlung und / 
oder angeregten Fluoreszenz. Hierzu wird mittels geeigneter und weiter unten 
naher beschriebener Optiken ein Linienfokus der Anregungsstrahlung in der 
Probe erzeugt. Abb. 4 zeigt ein mogliches Mefcablaufschema. Auf der linken 
Seite ist ein Scanfeld mit dem Linienfokus dargestellt. Der Linienfokus kann 
mit geeigneten Hilfsmitteln (Scannerspiegel in einer Richtung) entlang des 
eingezeichneten Pfeiles verschoben werden. Die Erhohung der axialen und 
lateralen optische Auflosung erfolgt durch eine Strukturierung des 

L ^ Linienfokus. Die Strukturierung erfolgt durch Uberlagerung der Scanlinie mit 
einer periodischen Struktur, erzeugt beispielsweise durch ein Sinusgitter im 
Strahlengang. Bei einer koharenten Beleuchtung kann eine Erzeugung der 
Struktur auch durch eine Interferenz von 2 koharenten Teilstrahlen in der 
Probe erzeugt werden (Lit.: Wilson W098/45745). Es werden mindestens 
zwei Bilder mit unterschiedlicher Phasenlage der periodischen Struktur 
aufgenommen. Grundsatzlich kann der optische Schnitt auch durch die 
Aufnahme von Bildern mit unterschiedlicher Modulationsfrequenz der Struktur 
erfolgen. 

Die Beleuchtung der Probe kann mit raumlich und zeitlich koharenter oder 
inkoharenter Beleuchtung erfolgen. Es kann beispielsweise auch eine 
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raumlich koharente Laserlichtquelle durch die Verwendung einer 
Streuscheibe oder durch die Aneinanderreihung mehrerer Einzelfoki in der 
Probe fur eine inkoharente Beleuchtung verwendet werden. 

Es werden vorteilhaft mindestens 2 Phasenbiider PB mit Biidphasen von z.B. 
0° und 180° bei Verwendung einer Anregungswellenlange zur Berechnung 
eines optischen Schnittbildes im Image Prozessor benotigt. 
Bei n Anregungswellenlangen sind n+1 Phasenbiider notig. 
Fur eine Anregungswellenlange hat das von der Probe emittierte Signal 
entlang einer Scanlinie folgende Gestalt: 

la, (*) = C W ■ cos (* • *) + B (*) 

wobei C(x) die eigentliche Objektinformation (z.B. die Konzentratiori und der 

Wirkungsquerschnitt des Farbstoffes oder der lokale Reflektionskoeffizient) an 

der Position x innerhalb des konfokalen optischen Schnittes und entlang des 

Linienfokus fur die Anregungswellenlange tragt und die gesuchte Grofce 

darstellt. B(x) tragt die Objektinformation von aufcerhalb des konfokalen 

Bereichs. B(x) ist nicht moduliert, da die Struktur au&erhalb des konfokalen 

Bereiches nicht scharf abgebildet wird. k ist die inverse Modulationsfrequenz 

der strukturierten Anregung. Die obige Gleichung besitzt 2 Unbekannte C(x) 

und B(x). Zur Bestimmung von C(x) ist die Aufnahme von 2 Phasenbildern 

notig. Die Phasenbiider seien mit li(x), i=0,1,...n bezeichnet und durch eine 

relative Phasenverschiebung der Modulation von i-Acp (Biidphasen) 

charakterisiert, wobei sich folgendes Gleichungssystem ergibt. 

I 0 (x) = C(x) ■ cos(£ ■ x) + B(x) 

/, (x) = C(x) ■ cos(k ■ x + A<p) + B(x) 

Die gesuchte Objektinformation ergibt sich durch Auflosen des 
Gieichungssystems nach C wie folgt: 

C(x) = 1^)-T 0 (x) 

cos(k ■ x + A<p) - cos(k ■ x) 

Analog kann zur Bestimmung von C(x) auch die Aufnahme von 2 Bildern mit 

verschiedener Modulationsfrequenz k 0 und ki erfolgen. Die Frequenzbilder 

seien wieder mit l,(x), i=0,1,...n bezeichnet, wodurch sich folgendes 

Gleichungssystem ergibt. 
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I 0 (jc) = C(jc) - cos(£ 0 • jc) + B(x) 
I x (jc) = CO) • cosC^ • x) + B(x) 

Die gesuchte Objektinformation ergibt sich durch Auflosen des 
Gleichungssystems nach C wie folgt: 

COO- ^zZoW 

cos^ • x) - cos(A: 0 • x) 
C(x) kann auch durch Aufnahme mindestens zweier Bilder mit verschiedener 
Phase und Frequenz der Modulation gewonnen werden. 
Aus diesen linienbezogenen Objektinformationen wird ein optischer Schnitt in 
mindestens einer Probenebene zusammengesetzt und kann wie im Stand der 
Technik zu mindestens einem Bild mindestens eines Bildstapels 
weiterverarbeitet werden. 

Wenn nur eine Anregungswellenlange benutzt wird und mindestens 3 
Phasenbilder (z.B. mit relativer Phasenlage von 0°, 120° und 240°) 
aufgezeichnet werden, kann auch der beim Stand der Technik erlauterte 
Algorithmus zur Gewinnung der Objektinformation (Lit.: T. Wilson et al.; 
„Method of obtaining optical sectioning by using structured light in a 
conventional microscope"; Optics Letters 22 (24) 1997) bei alien hier 
beschriebenen Anordnungen zur Anwendung gelangen. 

Bei einer simultanen Anregung mit mehreren Wellenlangen erfolgt die 
anschliefcende Trennung der Signale der Probe durch eine spezielle 
Phasenkodierung oder Frequenzkodierung der Modulationsstruktur fur die 
verschiedenen Anregungswellenlangen. Allgemein ergibt sich fur n simultane 
Anregungswellenlangen die Anzahl der erforderlichen Phasenbilder zu n+1. 
Dabei werden verschiedene Anregungswellenlangen durch eine definierte 
wellenlangenspezifische Lageverschiebung der Modulation (Kodierphase) 
und / oder eine jeweils charakteristische Modulationsfrequenz 
(Kodierfrequenz) voneinander getrennt. Das von der Probe emittierte Licht 
(z.B. Fluoreszenz), welches durch eine Wechselwirkung des Anregungslichts 
der jeweiligen Wellenlange mit der Probe entsteht, besitzt dann die 
spezifische Kodierphase und / oder Kodierfrequenz in Abhangigkeit von der 
Anregungswellenlange und kann somit gemafi dem unten folgenden 
Algorithmus separiert werden. 
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Wird also z.B. eine Probe, wie in Abb. 5 dargestellt, mit verschiedenen 
Farbstoffen (1,2,3) im Scanfeld gefarbt, die unterschiedliche Wellenlangen 
(Li, L 2 , L 3 ) zur Anregung einer Fluoreszenz benotigen, so ubertragt sich die 
Kodierfrequenz (fi, f 2 , h) und / oder die Kodierphasen (fa, <j>2, <b) der 
Anregungsscanlinie auf die detektierte Fluoreszenz in der jeweiligen Region 
(1,...n ), siehe Abbildung 6. 

Im bevorzugten Fall besitzen alle Anregungswellenlangen die gleiche 
Kodierfrequenz, d.h. eine Modulationsfrequenz aber verschiedene 
Kodierphasen. Die folgende Diskussion sei auf diesen Fall mit 
Phasenkodierung beschrankt, wobei eine Kodierung mittels der 
Modulationsfrequenz analog zu behandeln und Gegenstand der Erfindung ist. 
Fur zwei Anregungswellenlangen hat das von der Probe emittierte Signal 
entlang einer Scanlinie folgenden Gestalt: 

hi g O) = c x (*) • co < k -x + fa) + B x (x) + C 2 (x) ■ cos(k ■ x + <p 2 ) + B 2 (x) 
wobei Ci(x) bzw. C 2 (x) die gesuchte Objektinformation (z.B. Konzentration 
und Wirkungsquerschnitt des Farbstoffes) an der Position x innerhalb des 
konfokalen optischen Schnittes und entlang des Linienfokus fur die beiden 
Anregungswellenlangen darstellen. Bi(x) bzw. B 2 (x) tragt die 
Objektinformation von aulierhalb des konfokalen Bereichs. Bi(x) bzw. B 2 (x) 
sind nicht moduliert, da die Struktur aufcerhalb des konfokalen Bereiches nicht 
scharf abgebildet wird. fa und sind die den jeweiligen 

Anregungswellenlangen zugeordneten Kodierphasen und k ist die inverse 
Modulationsfrequenz (die in diesem Beispiel fur beide 
Anregungswellenlangen gleich ist) der strukturierten Anregung. Die obige 
Gleichung besitzt 4 Unbekannte Ci(x), B^x), C 2 (x) und B 2 (x). 
Zur Bestimmung von Ci(x) und C 2 (x) ist die Aufnahme von 3 Phasenbildern 
notig. Die Phasenbilder seien mit li(x), i=0,1,...n bezeichnet und durch eine 
relative Phasenverschiebung der Modulation von i-Acp (Bildphasen) 
charakterisiert, wobei sich folgendes Gleichungssystem ergibt: 

I 0 (x) = C, (x) • cos(fe • x + <p { ) + B x (jc) + C 2 (x) • cos(& • x + <p 2 ) + B 2 (x) 

/, (x) = C, (x) • cos(£ • x + fa + A<p) + 5 1 (x) + C 2 (x)-cos(£-x + & +H<p) + B 2 (x) 

/ 2 (x) = C,(x)-cos(/t-x + ^ + 2-A«?) + 5,(x) + C 2 (x)-cos(^-x + ^ 2 + 2 • A<p) + B 2 (x) 
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Die gesuchte Objektinformation ergibt sich durch Auflosen des 

Gleichungssystems nach Ci und C2 wie folgt: 

C, (x) = [-c 12 (x) ■ (/ 2 (x) - 7 0 (x)) + c 22 (x) • (/ 1 (x) - 7 0 (x))] / det(x) 
C 2 (x) = [c, , (x) • (7 2 (x) - 7 0 (x)) - c 2 , (x) . (/, (x) - 7 0 (x))] / det(x) 

mit c jy (x) = cos(£ • x 4- (p. + z • A<p) - cos(£ - x + 0 y ) 

und det(x) = c n (x)-c 22 (x)-c 12 (x) c 21 (x). Die Gewinnung der Objektinformation 
setzt somit die Kenntnis der Kodierphasen (<j>j) und der inversen 
Modulationsfrequenz (k) fur die einzelnen Anregungswellenlangen voraus. 
Fur die Losung des Gleichungssystems und damit die Trennung der 
Objektinformationen, die durch die jeweilige Anregungswellenlange sichtbar 
gemacht wurde, werden bei einer Zweifarbenanregung 3 Phasenbilder 
benotigt, wobei die Bildphasenverschiebung (Acp) zwischen den einzelnen 
Bildern im einfachsten Falie 120° betragt. 

Die Objektinformation von aufierhalb des konfokalen Bereichs kann nur fur 
die Summe der Beitrage alter anregenden Wellenlangen gewonnen werden. 
Im vorliegenden Beispiel ist dieser Hintergrund 

B, (x) + B 2 (x) = 7 0 (x) - C, (x) - cos(fc • x + fa ) - C 2 (x) • cos(fc • x + <j> 2 ) 
welcher bei Kenntnis von C1 und C 2 berechnet werden kann. 

Die Erweiterung auf 3 Anregungswellenlangen ergibt sich aquivalent aus der 
Losung des entsprechenden Gleichungssystems, wobei C3M bzw. B 3 (x) die 
Objektinformation angeregt durch die dritte Wellenlange von innerhalb bzw. 
aufterhalb des konfokalen Schnittes, darstellen soil. Die Objektinformationen 
fur die einzelnen Wellenlangen ergeben sich wie folgt: 

C, =[(c l2 -c 23 -c u •c 22 )-(7 3 -7 0 ) + (c 13 -c 32 -c l2 *c 33 ).(7 2 -lo)*^ -c 33 -c 23 •c 32 )-(7 1 -7 0 )]/det 
C 2 = [(c l3 c 21 -c n -c 23 )-(7 3 -7 0 ) + (c n -c 33 -c 13 -c 31 ).(7 2 -7 0 ) + (c 23 -c 31 -c ai -c 33 ).(7, -7 0 )]/det 
C 3 =[(c„ ^ -c 12 -c 21 ).(7 3 -7 0 ) + (c 12 c 31 -c n -c 32 ).(7 2 -7 0 ) + (c 2I -c 32 -c 22 •c 3I )-(7 1 -7 0 )]/det 

mit (|)3(x) als Kodierphase der Modulation bei der dritten 
Anregungswellenlange und 

det(x) = c n -(c 22 -c 33 -c 23 -c 32 ) + c 12 *(c 23 -c 31 -c 21 ■c 33 ) + c l3 -(c 21 -c 32 -c 22 -c 31 ). 
Bei einer 3 Farbenanregung ist die Aufnahme von 4 Phasenbildern zur 
Trennung der Objektinformation, angeregt durch die einzelnen Wellenlangen, 
notwendig. Die Bildphasenschrittweite kann beispielsweise 90 Grad betragen. 
Da die Grofcen cy fur eine Anordnung mit vorgegebenen Kodierphasen und 



11 



7505.1 DE 



Kodierfrequenzen konstant sind, ist die Gewinnung der Objektinformation 
durch Signalverarbeitung eine einfache Operation. Diese Operation la(it sich 
durch Transformation der normierten Biidsignale Al,(x)=li (x)-lo(x) mittels als 
Konstanten abgelegter Faktoren f k (x), die sich aus den Cij(x) ergeben, 
angeben. Fur 3 Wellenlangen ergibt sich z.B. aus den obigen Gleichungen: 

C, =/ 1 -A/ 3 +/ 2 -A/ 2 +/ 3 -A/ 1 

C 2 =/ 4 A/ 3 +/ s .A/ 2 +/ 6 -A/ 1 . 

C 3 =/ 7 -A/ 3 +/ 8 -AZ 2 +/ 9 -A/ 1 

In Verallgemeinerung ist es fur die simultane Anregung mit n Wellenlangen 
erforderlich, n+1 Bilder l 0 bis l„ mit jeweils eigener Phase und / Oder Frequenz 
der Anregungsmodulation aufzunehmen. Bei Phasenbildern (Bildphase: cpO 
mit Phasenkodierung der Anregungswellenlange (<j>j) ergeben sich folgende 
Bilder, die die mit der jeweiligen j-ten Wellenlange angeregten 
Bildinformationen vom pseudokonfokalen Schnitt (Cj) und vom Hintergrund 
(Bj) enthalten. 

h (x) = £ C j (*) ■ cos(k ■ x + tj + <p 0 ) + Bj (x) 

n 

1 1 (*) = Z C J W ' cos ^ • * + 0y + Pi ) + B J (*) 
1 2 (*) = Z C y (*) ' cos (* • * + + ) + 5 y (*) 

(*) = Z c y (*) ' cos ^ * x + <*y + ^» ) + B J w 
y=i 

Das sich daraus ergebende Gleichungssystem der Form: 



f C \\ °\2 
C 2\ C 22 


\ 




c 2 




h 


-h) 


\ C nl C n2 


— C nn) 













mit c v (x) = cos(£ - x + </> } r + <p f ) - cos(& • x + 0 y ) 

lafct sich mit bekannten mathematischen Methoden (z.B. laut Cramerscher 
Regel) nach den gesuchten Bildinformationen von innerhalb des 
pseudokonfokalen Schnitt, getrennt nach den einzelnen 
Anregungswellenlangen, auflosen. 

Ferner lafct sich damit die von alien Wellenlangen angeregte Bildinformation 
von aufterhalb des pseudokonfokalen Schnittes nach 
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£ Bj (x) = 7 0 (x) - J Cj (x) ■ cos(* -x + fj+Po) 
y-i y-i 

bestimmen. 

Analoge Beziehungen gelten, wenn anstelle der Phase Oder zusatzlich dazu 
die Frequenz zur Kodierung der verschiedenen Wellenlangen und / oder der 
Biider verwendet wird. Die Koeffizienten cy sind dann geeignet zu 
modifizieren. 

Die Bestimmung der Koeffizienten cy kann mit dem im folgenden 
beschriebenen Meftverfahren unabhangig davon, ob die Phase und / oder die 
Modulationsfrequenz zur Bild- bzw. Wellenlangenkodierung eingesetzt 
werden, erfolgen. Fur eine Referenzwellenlange (beispielsweise 488nm) wird 
im Sinne einer Eichung die Kodierfrequenz und die Kodierphase ermittelt 
(z.B. mittels eines Testobjektes wie einer Glasplatte oder eines Spiegels). 
Hierzu wird die periodische Struktur auf das Testobjekt abgebildet, mit dem 
Detektor vermessen und die Kodierfrequenz sowie die Kodierphase fur eine 
feste Bildphase am Ort der Probe vermessen und damit bestimmt. Die 
Kodierphasen bzw. Kodierfrequenzen der anderen Wellenlangen konnen nun 
relativ zu dieser Referenz wiederum fur eine feste Bildphase vermessen 
werden. In einer moglichen Anordnung wird die Phasenkodierung durch 
Dispersion (Parallelversatz) in einer planparallelen Platte P, die zugleich den 
Trager eines in Beleuchtungsrichtung davor angeordneten Amplitudengitters 
(Struktur S) darstellt, realisiert, siehe Abb. 7A. Durch den Durchgang von 
polychromatischen Anregungslicht durch die hier schwach urn die Achse A 
geneigte planparallele Platte P (Neigung: y, Dicke: d) ergibt sich ein 
geringfugiger, wellenlangenabhangiger Parallelversatz in der Ebene 
senkrecht zur Drehachse und zur optischen Achse : 
Ax(/l) = d -{siny- cosy tan J3 (A)) mit p(X) = sin _1 ((sm^)/«(A)). 
Wenn sich die Platte in einer Zwischenbildebene (siehe Abb. 9A) der 
Mikroskopanordnung befindet, auliert sich dieser Versatz als 
Phasenverschiebung zwischen den Amplitudenmodulationen der einzelnen 
Anregungslinienfoki. Abb. 8 zeigt schematisch einen Linienfokus in einem 
Scanfeld, wobei die Phasenlagen der Amplitudenmodulation fur 
beispielsweise 3 verschiedene Anregungswellenlangen im Diagramm auf der 
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rechten Seite dargestellt sind. Die x-Achse des Diagramms entspricht der 
Koordinate entlang des Linienfokus. In der rechten Abbildung der Abb. 8 ist 
nur ein Ausschnitt der Scanlinie zur Verdeutlichung der Kodierphasen 
dargestellt. 

Eine Phasenverschiebung von 5 Grad ist ausreichend zur sicheren Trennung 
der von der entsprechenden Wellenlange angeregten Signale. Tabelle 1 gibt 
die Kodierphasen fur ein konkretes Beispiel an. 

Tabelle 1: Phasenverschiebung fur wichtige Laserlinien durch Dispersion in einer 
10mm dicken BK7 Platte mit einem Amplitudengitter von 50 Linien/mm. Die Platte ist 
5 Grad gegen die Normalen geneigt, so dali sich fur die Referenzwellenlange von 
488 nm ein Parallelversatz von ca. 300 urn gegenuber der optischen Achse ergibt. 



Wellenlange 
(nm) 


Relativer 
Versatz (pm) 


Phasenverschiebung 
Fur 50 Linien/mm (Grad) 


458 


1,08 


19,5 


476 


0,36 


6,5 


488 


0 


0 


514 


-0,56 


-10,1 


532 


-0,82 


-14,8 


543 


-0,95 


-17,1 


633 


-1,47 


-26,5 


1064 


-2,75 


-49,5 



Eine Anordnung zur wellenlangenabhangigen Phasenverschiebung 
(Phasenkodierung) verwendet ein optisches Gitter, welches in einer 
Pupillenebene der Mikroskopanordnung- beispielsweise im Scanner 
eingesetzt wird. 

Im folgenden werden vorteilhafte Anordnungen beispielhaft fur Fluoreszenz 
und DIC-Bildgebung erlautert, ohne dass die Obertragbarkeit auf weitere 
optische Kontrastverfahren beschrankt wird. 
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Anordnung 1 : Strukturierte Beleuchtung mit Einfachscanlinie 

Eine erste Anordnung ist in Abb. 9 gezeigt. Gestrichelt eingezeichnet ist der 
Pupillenstrahlengang der Mikroskopanordnung. Durchgezogene Linien stellen 
den Objektstrahlengang dar. In Abb. 9A (xy-Ebene) wird Licht der Lichtquelle 
(LQ) mit beispielsweise einer Zylinderlinse (ZL), in deren Brennweite sich 
eine Pupillenebene der Mikroskopanordnung befindet, zu einem Linienfokus 
in einer Zwischenbiidebene (ZB) geformt. In einer Zwischenbildebene vor 
Oder hinter der Zylinderlinse (dargestellt vor der Zylinderlinse) befindet sich 
ein Element (ST), das entlang der Scanlinie eine Amplitudenmodulation 
hervorruft. ST ist beispielsweise ein Transmissionsgitter. Wie in Fig.7B/7D 
beispielhaft dargestellt, verlauft die Anderung der Periodizitat senkrecht zur 
Richtung ( Y) der als schwarze Striche schematisch dargestellten Gitterlinien 
in X-Richtung. Eine Verschiebung in dieser X- Richtung , beispielsweise mit 
der Positioniereinheit PE wie in den Abb. 9 dargestellt , ermoglicht eine 
Anderung der Phasenlage . Eine Verschiebung der Struktur nach Abb. 7D in 
Y-Richtung (Verschiebung nicht dargestellt) resultiert in einer Variation der 
Frequenz der Amplitudenmodulation zur Anpassung der optischen 
Schnittdicke (siehe Text weiter unten) oder zur Anderung der 
Modulationsfrequenz bei der Aufnahme der Einzelbilder zur Berechnung des 
optischen Schnittbildes. Eine Verkippung urn einen Drehpunkt, der in der 
optischen Achse liegt und eine Drehachse in Y Richtung erzeugt ebenfalls 
diese Verschiebung. Eine Verdrehung des Gitters urn eine Drehachse in Z - 
Richtung, die beispielsweise mit der optischen Achse ubereinstimmt, erzeugt 
(s.a. Abb. 16) ebenfalls eine Phasenverschiebung, die bei Abbildung 
mehrerer raumlich getrennter Linien auf die Probe ( Linienverlauf in X 
Richtung) unterschiedlich ausfallt. 

Die. strukturierte Scanlinie wird im folgenden uber den Hauptstrahlteiler 
(MDB) und einen Scanner (y), der die Scanlinie senkrecht zur Linie bewegt (y- 
Koordinate) und sich wiederum in einer Pupille der Mikroskopanordnung 
befindet, durch die Scanoptik (SO), die Tubuslinse (TL) und das Objektiv (O) 
in die Probe (PR) abgebildet. Die Relayoptik (RL) bildet hierbei den 
Brennpunkt der Zylinderlinse (ZL) auf den Scanner (y) ab. Die Relayoptik 
kann in speziellen Anordnungen nach dem Stand der Technik auch 
weggelassen werden. Z.B. kann sie bei einer Verkurzung des Abstandes der 
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beiden Scanner x und y Oder beim Ersetzen der Scanner x und y durch einen 
kardanisch aufgehangten Einzelscanner entfallen. Die Zylinderlinse kann 
prinzipiell auch durch einen Zylinderspiegel ersetzt werden, dessen 
Brennpunkt auf dem Scanner (X) liegt. Der Zylinderspiegel wird unter 45° in 
der in Abb. 9C gezeichneten xz-Ebene angeordnet. In dieser Ebene besitzt 
der Spiegel auch seine fokussierende Wirkung. Weiterhin wird durch den 
Spiegel der Strahlweg zur Lichtquelle urn 90° abgewinkelt. Dies ist in Abb. 9c 
schematisch dargestellt. 

Das vom Objektiv (O) gesammelte Emissionslicht wird mit Hilfe 
beispielsweise des Hauptfarbteilers (MDB) vom Anregungslicht abgespalten. 
Im Anschlufi wird das Licht der Probe mit Hilfe einer abbildenden Optik (PO) 
bei konfokaler Detektion durch eine Schlitzblende (SB) (Lage - Schlitz 
Langsrichtung in Z Richtung auf der Zeichnung) fokussiert, wodurch 
Fluoreszenz, die aufierhalb des Fokus entstand, unterdruckt wird. Bei einer 
nichtdescannten Detektion kann die Blende entfallen. Hinter der Schlitzblende 
befindet sich ein Zeilen- oder Flachendetektor (DE) (Lage der Zeiie in Z- 
Richtung) der ortsaufgelbst (entlang des Linienfokus) die Fluoreszenz 
detektiert. Zusatzlich kann ein Emissionsfilter (nicht dargestellt) zur 
Unterdruckung der Anregungsstrahlung im Detektionsstrahlengang nach dem 
Hauptfarbteiler (MDB) angeordnet werden. Der Linienfokus wird mit dem 
Galvoscanner (y) in einer Raumrichtung abgerastert. Falls der x-Scanner 
nicht zur Einstellung der Bildphase verwendet wird, dann verbleibt er in seiner 
Nulllage. 

Abb. 9B zeigt die gleiche Anordnung jedoch diesmal urn 90 Grad gespiegelt 
(YZ-Ebene). Statt einer Linie auf der Probe ist in dieser Raumrichtung 
aufgrund der in dieser Richtung nicht wirkenden Zylinderlinse (ZL) ein 
Fokuspunkt auf der Probe zu sehen . 

Prinzipiell kann auch auf den Einsatz der Schlitzblende verzichtet werden. 
Dies ist vor allem dann sinnvoll, wenn die Abbildung der Fluoreszenz nicht 
uber die Scanner descannt wird sondern direkt auf eine CCD-Kamera oder 
eine gegatete Kamera zur ortsaufgelosten Messung der 
Fluoreszenzlebensdauer (LaVision, Picostar) erfolgen soil. Die CCD-Kamera 
betrachtet hierbei eine Zwischenbildebene ZB z.B. in der Zwischenbildebene 
zwischen TL und SO der Mikroskopanordnung. An einem Mikroskop nach 
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dem Stand der Technik wird sie an einen TV-Port (Abb. 19 Lage TV-Port) 
angeschlossen. Zusatzlich kann eine CCD-Kamera im 
Transmissionsstrahlengang der Mikroskopanordnung (z.B. Abb. 1 start T- 
PMT) eingesetzt werden. Dadurch kann die von die Probe transmittierte 
Anregungsstrahlung mit konfokaler AuflSsung detektiert werden. Zusatzlich 
wird auch eine konfokale DIC-Abbildung moglich. Das DIC Prisma wird hierzu 
nach dem Stand der Technik in der Objektivpupille zwischen TL und Objektiv 
O angebracht. Das mit DIC so gewonnene Bild kann weiterhin mit den 
Bildern, die durch von der Probe reflektierte, gestreute und/oder emittierte 
Signale erzeugt wurden, in einem Bild uberlagert dargestellt werden. Die 
Berechnung des konfokalen Schnittes erfolgt beispielsweise durch die 
Aufnahme von mindestens 2 Phasenbildern (siehe Abb. 4, Oder im Text weiter 
oben). Die Beleuchtungsintensitat der Linien in den mindestens 2 
Phasenbildern variiert dazu in x-Richtung periodisch - beispielsweise 
sinusformig - aufgrund der Struktur ST. Die relative Bildphase bei 
Verwendung von 3 strukturierten Linien ist urn jeweils 120° Phasen 
verschoben. Die 3 Phasenbilder werden sequentiell erzeugt, d.h. es werden 
nacheinander 3 Bilder mit Hilfe des y-Galvoscanners (y) gescannt. Die 
Struktur (ST) kann beispielsweise ein Transmissionsgitter sein. Die 
Verschiebung der Bildphase kann beispielsweise mit einer Positioniereinheit 
(PE), an die das Transmissionsgitter gekoppelt ist, erfolgen, so dass jeder Ort 
der zu untersuchenden Probe mit variierender Helligkeit betrachtet werden 
kann. Die Einstellung der Bildphase kann weiterhin bei einer Wellenlange mit 
Hilfe einer drehbar gelagerten Platte (PL) wie in Abb.7A erfolgen, der die 
Struktur vorgeordnet / aufgepragt ist. Die Platte ist hierzu in einer 
Zwischenbildebene der Mikroskopanordnung anzuordnen wie in Abb. 9 
dargestellt. 

Die hierbei verwendete planparallele Platte befindet sich in einer 
Zwischenbildebene, vorzugsweise wird die Struktur ST (dargestellt in Abb. 
7B) direkt auf die Platte aufgebracht. 

In einer weiteren Anordnung kann die Einstellung der Bildphase auch mit Hilfe 
eines weiteren Galvoscanners (X) erfolgen. Der Scanner (X) verstellt hierbei 
die Bildphase, indem er die Scanlinie in x-Richtung verschiebt. Dies hat den 
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Vorteil, dass durch das Zuschalten (Einschwenken Oder Einschieben) der 
Zylinderlinse (ZL) und des Transmissionsgitters gekoppelt mit einer 
detektionsseitigen Strahlumlenkung zur Umschaltung von einem 
Punktdetektor auf einen Zeilendetektor (DE) zwischen einem 
punktscannenden LSM und einem linienscannenden LSM mit strukturierter 
Beleuchtung umgeschaltet werden kann. Falls der Scanner X nicht zur 
Einstellung der Biidphase verwendet wird, so verbleibt er in seiner 
Nullstellung (ist also stromlos geschaltet). 

Anordnung 2: Strukturierte Beleuchtung mit Einfachscanline und 
Kodierung der Modulationsphase bzw. Modulationsfrequenz 

Eine zweite Anordnung verwendet verschiedene Kodierphasen in 
Abhangigkeit von der verwendeten Anregungswellenlange bei der 
Strukturierung der Scanlinie. Dadurch konnen die Signale der von den 
einzelnen Wellenlangen angeregten Fluoreszenz digital separiert werden. 
Abb. 10A zeigt einen moglichen schematischen Aufbau in der XZ-Ebene. 
Licht der Lichtquelle(LQ) der verschiedenen Wellenlangen erfahrt mit Hilfe 
einer Struktur (ST) eine Amplitudenmodulation. Die Struktur befindet sich 
hierzu in einer Zwischenbildebene der Mikroskopanordnung. Die Struktur ist 
uber eine Positioniereinheit (PE) verschiebbar angeordnet, so dass die 
Struktur entlang der Scanlinie verschoben und verschiedene Bildphasen 
eingestellt werden konnen. Anschlie&end wird das strukturierte Licht in einer 
Zylinderoptik (ZL) zu einer Linie in der Pupillenebene der 
Mikroskopanordnung geformt. Dazu wird die Zylinderlinse (ZL) im Abstand 
ihrer Brennweite von der Pupille (Scanner X) angeordnet. Die Einstellung der 
Biidphase kann weiterhin mit dem Scanner (X) erfolgen, der sich in einer 
Pupillenebene der Mikroskopanordnung befindet. 

Abb. 10B zeigt eine vereinfachte Anordnung mit nur einem Scanner (Y) in der 
XZ-Ebene. Die Einstellung der Biidphase erfolgt hierbei durch die 
Positioniereinheit PE. 

Nachdem der Scanlinie eine Amplitudenmodulation aufgepragt wurde, gelangt 
die Strahlung durch ein Element in dem die Struktur wellenlangenabhangig 
(ST) verschoben und damit die Kodierphase wellenlangenabhangig variiert 
wird. Eine mogliche Anordnung zur Phasenkodierung wurde bereits anhand 
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von Abb. 7A beschrieben. Die hierbei verwendete planparallele Platte befindet 
sich in einer Zwischenbildebene, vorzugsweise wird die periodische Struktur 
ST (dargestellt unter anderem in Abb. 7B) direkt auf die Platte aufgebracht. 
Im AnschluB an die Phasen- bzw. Frequenzkodierung der 
Amplitudenmodulation gelangt die Anregungsstrahlung uber den 
Hauptfarbteiler (MDB), den Y-Scanner, die Scanoptik (SO), die Tubuslinse 
(TL) und das Objektiv (O) in die Probe (PR). Der Y-Scanner rastert die 
Scanlinie zur Aufnahme eines Phasenbildes in der y-Koordinate ab. In 
Abhangigkeit von den verwendeten Farbstoffen erfolgt die 
Fluoreszenzanregung mit den entsprechenden Wellenlangen. Die 
Modulationsfrequenz und Modulationsphase der Scanlinie in Abhangigkeit 
von der Anregungswellenlange ubertragt sich auf diese Art auf das 
Fluoreszenzsignal. Bei einer descannten Detektion werden die Fluoreszenzen 
vom Objektiv gesammelt und gelangen uber die Tubuslinse, Scanoptik und 
den Y-Scanner zum Hauptfarbteiler (MDB). Dieser trennt die Fluoreszenz von 
der Anregungsstrahlung. Im AnschluR. wird die Fluoreszenz durch eine 
Schlitzblende auf einen Zeilendetektor (DE) abgebildet. Zur Unterdruckung 
der Anregungsstrahlung konnen zusatzlich Blockfilter vor den Zeilendetektor 
geschalten werden. Die Schlitzblende kann insbesondere bei einer 
Mehrphotonenanregung entfallen.. Die Trennung der einzelnen Signalanteile, 
die von den verschiedenen Wellenlangen generiert wurden, und die 
Berechnung der optischen Schnitte erfolgt anhand des oben beschriebenen 
Algorithmus beispielsweise unter Verwendung der Kodierphasen bei gleicher 
Modulationsfrequenz, wobei die Kodierphasen der einzelnen Wellenlangen 
mit Testobjekten wie Planspiegeln vorher bestimmt worden sind. Es konnen 
somit Regionen die mit verschiedenen Farbstoffen gefarbt wurden, getrennt 
sichtbar gemacht werden. 

Eine weitere Anordnung verwendet ein dispersives Element (DG), z.B. ein 
Transmissionsgitter, das sich in einer Pupillenebene der Mikroskopanordnung 
befindet. Das Optikschema ist in Abb. 1 1 in der XZ-Ebene dargestellt. Das 
Transmissionsgitter verschiebt die einzelnen Scanlinien entsprechend ihrer 
Wellenlange innerhalb der Zeichenebene (nur eine WL dargestellt). Dadurch 
wird den einzelnen Scanlinien entsprechend ihrer Wellenlange eine 
unterschiedliche Phasenlage der Modulationsstruktur ST (Kodierphase) 



19 



7505.1 DE 



aufgepragt. Die Verschiebung der Bildphase erfolgt mit Hilfe der 
Positioniereinheit (PE) und der Modulationsstruktur S fQr jede Wellenlange mit 
einer identischen Schrittweite. Dadurch wird sichergestellt, dass die 
Bildphasenverschiebung fur jede Anregungswellenlange beispielsweise bei 
einer Aufnah me von 3 Phasenbildern 120° betragt. 

Im folgenden wird auf vorteilhafte Anordnungen zur Erzeugung der 
Frequenzkodierung bzw. der Anpassung der optischen Auflosung naher 
eingegangen. 

Durch Verandern der Modulationsfrequenz fur jede Anregungswellenlange 
kann die effektive PinholegroGe, d.h. die optische Schnittdicke fur die 
einzelnen Wellenlangen angepaftt werden. 

Abb. 7C zeigt schematisch eine Vorrichtung zur wellenlangenabhangigen 
Einstellung der Modulationsfrequenzen, die vorteilhaft in den Anordnungen 1 
und 2 (wie zum Beispiel in Abb.9) in eine Zwischenbildebene der 
Mikroskoskopeinrichtung anstelle der Struktur ST eingebaut wird. Dabei wird 
eine polychromatische Lichtquelle mit einem dispersiven Element (DG1) in 
seine spektralen Anteile raumlich aufgespalten. Im Anschluli werden die 
spektralen Anteile mit einer ersten Linse (Linse 1 , Brennweite f) axparallel 
gemacht, d.h. DG1 steht im Brennpunkt der Linse. In der abbildungsseitigen 
Brennebene der Linse befindet sich die Struktur (ST) mit der die 
Amplitudenmodulation erfolgt. Eine mogliche Ausbildung der Struktur mit 
linearer Abhangigkeit der Frequenz in y-Richtung ist in Abb. 7D schematisch 
dargestellt. 

Die gemaft 7C) erfolgte Aufspaltung in Linien L1.L2, L3 erzeugt auf dieser 
periodischen Struktur durch die unterschieldliche Lage der Linien in y- 
Richtung unterschiedliche Modulationsfrequenzen. 

Erfolgt also eine von der Wellenlange linear abhangige raumliche Aufspaltung 
der polychromatischen Lichtquelle, z.B. mit einem Transmissionsgitter, so 
andern sich bei geeigneter Gitterauslegung auch die Modulationsfrequenzen 
der einzelnen spektralen Anteile in Abhangigkeit von der Wellenlange 
Dadurch kann z.B. sichergestellt werden, dali die gleiche optische 
Schnittdicke bei verschiedenen Wellenlangen realisiert wird. Im Anschluft 
werden die einzelnen spektralen Anteile mit Hilfe einer zweiten Linse (Linse 2, 
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Brennweite f, die nicht identisch der Brennweite der Linse 1 sein mu(S) und 
einem weiteren dispersiven Element (DG2, z.B. Transmissionsgitter, das nicht 
identisch DG1 sein mud) wieder raumlich uberlagert. Durch die Anpassung 
der Brennweiten der Linsen 1 und 2 kann die Strahlaufweitung kontrolliert und 
damit die Ausleuchtung des Mikroskopobjektivs optimiert werden. 
Insgesamt ergeben sich mit einer solchen Struktur folgende vorteilhafte 
Varianten der Erfindung: 
a) 

Durch eine Verschiebung in x-Richtung der Struktur ST kann fur die einzelnen 
Linien eine (nach vorheriger Kalibriermessung) definierte unterschiedliche 
Phasenanderung erzeugt werden, wobei bei den unterschiedlichen 
Phasenlagen jeweils eine vollstandige Abtastung der Probe mittels der 
jeweiligen Linie erfolgt und welllenlangenabhangige Schnittbilder berechnet 
werden. 

Die Schnittdicke kann durch definierte Verschiebung der Frequenz uber 
Verschiebung in y-Richtung verandert werden. 
b) 

Durch (mindenstens eine) Verschiebung in y-Richtung wird die 
Modulationsfrequenz definiert verandert und dadurch konnen durch 
mehrmaliges Abscannen bei unterschiedlichen Modulationsfrequenzen fur 
die einzelnen Wellenlangen Schnittbilder berechnet werden. 
Qber die unterschiedlichen Modulationsfrequenzen der Struktur kann 
weiterhin eine Frequenzkodierung / Phasenkodierung fur unterschiedliche 
Wellenlangen bei Abbildung aller Wellenlangen auf einer gemeinsamen Zeile 
erzeugt werden (siehe Anordnung 4). 

Start der in Abb. 7D gezeigten Struktur mit kontinuierlicher Anderung der 
Modulationsfrequenz in y-Richtung kann eine Struktur (s.a. Abb. 16), die sich 
aus mehreren Teilstrukturen verschiedener Modulationsfrequenz 
zusammensetzt, verwendet werden. Dies hat jedoch den Nachteil, dass die 
Struktur nur fur feste Anregungswellenlangen abgeglichen ist. Im einfachsten 
Falle konnen jedoch auch verschiedene Gitter ST mit jeweils verschiedener 
Modulationsfrequenz in die Anordnungen 1 und 2 eingeschwenkt werden. 
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In einer weiteren nicht gezeigten Anordnung passiert die Strahlung nach der 
Strukturierung ein Element, in dem die Struktur wellenlangenabhangig 
vergrd&ert und damit die Modulationsfrequenz wellenlangenabhangig variiert, 
d.h. eine Frequenzkodierung durchgefuhrt wird. In einer ersten Anordnung 
wird die Scanlinie mittels dichroitischen Strahlteilern in ihre einzelnen 
Wellenlangenanteile zerlegt und im Anschlufi in den Teilstrahlengangen eine 
wellenlangenabhangige Vergrolierung mit jeweils einem Teleskop mit 
Zoomoptik zur Einstellung der Vergrofcerung aufgepragt. Mit Hilfe weiterer 
Dichroiten werden die einzelnen Scanlinien wieder uberlagert. Als Alternative 
konnen in einer weiteren Anordnung auch spezielle diffraktive Elemente, die 
eine wellenlangenabhangige Vergrofcerung der Scaniinie generieren, 
verwendet werden. 

Am Ausgang besitzt die Scanlinie in Abhangigkeit von der verwendeten 
Wellenlange eine spezifische Kodierfrequenz der Amplitudenmodulation. Die 
Verschiebung der Bildphase erfolgt mit Hilfe der Positioniereinheit (PE) und 
der verschieblichen Struktur ST fur jede Wellenlange mit einer identischen 
Schrittweite. Dadurch wird sichergestellt, dass die Bildphasenverschiebung 
fur jede Anregungswellenlange beispielsweise bei einer Aufnahme von 3 
Phasenbildern 120° betragt. Start der Aufnahme von Phasenbildern kann der 
optische Schnitt auch aus 2 Bildern berechnet werden, bei denen die 
Modulationsfrequenz pro Anregungslinie in den beiden Bilder verschieden ist. 
Die Anderung der Modulationsfrequenz fur alle oder eine Wellenlange kann 
vorteilhaft durch die Aufnahme der beiden Bilder bei verschiedenen 
Stellungen in y-Richtung des Transmissionsgitters nach Abb. 7D erfolgen. 
Es kann durch die oben beschriebenen Anordnungen z.B. sichergestellt 
werden, dass die axiale optische Auflosung des Mikroskops fur verschiedene 
Wellenlangen gleich ist. Dadurch werden sogenannte 
Kolokalisationsmessungen mit einem Linienscanner moglich. Zusatzlich kann 
z.B. bei sehr schwachen Fluoreszenzsignalen das effektive Pinhole durch 
Verschiebung der Struktur in Y-Richtung siehe Abb. 7D, hier nach unten , 
vergrefcert werden. Dadurch verringert sich zwar die optische Auflosung, 
jedoch kann das Signal- zu Rauschverhaltnis verbessert werden. 
Zusatzlich kann die oben beschriebene nicht dargestellte Zoomoptik dazu 
dienen, den chromatischen Langsfehler der abbildenden Optik zu 
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kompensieren und damit sicher zu stellen, dafi der optische Schnitt in der 
jeweils gleichen Objektebene erfolgt. Dazu wird jeweils eine Linse der 
einzelnen Zoomoptiken leicht in Abhangigkeit vom verwendeten 
Mikroskopobjektiv dejustiert, so dass der Strahl fur die einzelnen 
Wellenlangen am Ausgang der Zoomoptik divergent oder konvergent auf die 
Objektivpupille trifft und dadurch der Fokus in Abhangigkeit von der 
Anregungswellenlange in axialer Richtung verschoben, d.h. fur alle 
Anregungswellenlangen zur Deckung gebracht werden kann. 

Zusatzlich zu Ausfuhrung 1 und 2 kann ein weiteres dispersives Element (PR) 
der zusatzlichen spektralen Aufspaltung der Fluoreszenzsignale senkrecht zur 
Beleuchtungslinie dienen (multispektraler Linienscanner). Abb. 12 zeigt das 
Detektionsschema einer CCD Flache des multispektralen Linienscanners in 
der XZ-Ebene. In der x-Richtung des Detektors (DE) werden die strukturierten 
Emissionssignale fur die jeweiligen Wellenlangen abgebildet. 
Alternativ zur Verschiebung der Phasenlage mittels PE kann die Einstellung 
der Bildphase auch hier durch den X - Scanner erfolgen. 
Fur jede Scanstellung der Scanlinie erfolgt die Aufnahme eines Bildes wie 
dargestellt fur unterschiedliche Wellenlangen der Detektion. Die frei 
programmierbare Ansteuerung ausgewahlter Detektorelemente (Zeilen) und 
die Kombination von Detektorelementen einer Spalte der Detektormatrix 
erlaubt eine flexible Auswahl von Spektralbereichen der Fluoreszenz- 
Emission. Hierzu kdnnen mehrere Zeilen des Detektors, in die verschiedene 
Fluoreszenzsignale entsprechend ihrer Wellenlange abgebildet werden, 
elektronisch zusammengeschalten werden. Die multispektrale Detektion der 
Fluoreszenzemission kann wiederum mit der strukturierten Beleuchtung 
kombiniert werden. Dazu wird die linienformige Anregung zusatzlich z.B. 
mittels eines Transmissionsgitters (ST) strukturiert. Hierbei erfolgt ein 
kompletter Scanvorgang der Scanlinie unter Detektion jeweils der 
Wellenlangenverteilung entsprechend der Abbildung in Fig. 12 und weitere 
Scanvorgange unter Anderung der Bildphase der Gitterstruktur. Da zur 
Ermittlung eines wellenlangenabhangigen Versatzes beispielsweise eine 
verwendete Planplatte PL definiert verkippt wurde, kann die Anderung der 
Phasenlage beispielsweise durch Verschiebung mit PE bei konstantem 
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Kippwinkel erfolgen. Durch sequentielle Detektion von Bildern strukturierter 
Objekte mit unterschiedlichen Bildphasen der Anregung und nachfolgender 
Berechnung kann wieder der Tiefenkontrast optimiert werden. Abb. 12 zeigt 
die Kombination eines multispektralen Linienscanners (spektrale Aufspaltung 
erfolgt in der y-Ebene also in die Zeichenebene hinein) mit strukturierter 
Beleuchtung uber die Struktur ST , wobei die Phasenkodierung wiederum mit 
einer verkippten und in senkrecht zur optischen Achse verschobenen 
planparallelen Platte (hier nicht dargestellt) oder mit einem dispersiven 
Element (siehe Text oben) erfolgt. Die Bildphase wird sequentiell variiert. Die 
unterschiedlichen spektralen Anteile werden parallel mittels CCD-Array 
detektiert. 

Die Schlitzblende (SB), die hier als Eintrittsspalt der spektralen Aufspaltung 
dient, kann bei descannter Detektion im Linienscanner entfallen. Dadurch 
verringert sich zwar die spektrale AuflSsung, jedoch wird der technische 
Aufwand erheblich erleichtert, da sonst verschiebbare Einzelschlitzblenden 
verwendet werden mussen. 

Abb. 13 zeigt schematised) den Aufbau der Elektronik zur Detektion der 
Signale mit einem Zeilendetektor. Signale des Detektors K1-N werden hierzu 
mit Hilfe jeweils eines Strom-Spannungs-Wandlers (A) verstarkt und 
anschliedend wahrend der Pixelverweilzeit aufintegriert (I). Nach einer 
weiteren Verstarkung zur Pegelanpassung an einen Analog- / Digital Wandler 
(ADC) werden diese im ADC in digitale Signale gewandelt und an einen 
Rechner (PC) ubertragen. Die Detektion mit einer CCD Matrix ist aus der 
Literatur bekannt. 

Anordnung 3: Strukturierte Beleuchtung mit quasisimultaner Aufnahme 
der Phasenbilder 

Die Detektion der Streifenbilder kann auch quasi simultan geschehen, indem 
statt eine Linie parallel mehrere Linien (z.B. L1, L2, L3) in die Probe 
abgebildet werden, wobei die Intensitatsstruktur (Bildphase) beispielsweise 
analog Abb. 4 jeweils urn z.B. 120 ° bei Verwendung von beispielsweise drei 
Linien verschoben ist (Abb. 14). Somit wird beim einmaligen Scannen der 
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Probe bereits die gesamte Information zur Auswertung der Daten generiert. 
Abb. 15 zeigt schematisch den optischen Aufbau in der YZ-Ebene. Jeweils 
eingezeichnet sind die Fokuspunkte entlang der y-Achse der Linienfoki. Das 
Anregungslicht kann mit einer Strahlteileranordnung (T) aufgespalten werden. 
Zwei Ausfuhrungsformen der Strahlteileranordnung (T) sind in Abb. 16A/B , 
hier der Zylinderlinse vorgeordnet, gezeigt. Die erste Anordnung im 
Zusammenwirken mit der Zylinderlinse erzeugt mehrere diskrete Linienfoki 
mit zwei parallel angeordneten Spiegeln, wobei der erste Spiegel ein 
Vollspiegel und der zweite Spiegel ein teildurchlassiger Spiegel ist. Die 
Transmission des teildurchlassigen Spiegels ist abgestimmt auf jeden 
Teilstrahl (i) und ergibt sich aus 100%/(n-i), wobei n die Gesamtzahl der 
Einzelfoki ist. Die Anteile (i) gelangen im Anschlufi separat in eine spezielle 
Gitterstruktur (ST), die schematisch in Abb. 16A dargestellt ist. Die Teilgitter 
sind bei dieser Struktur definiert phasenversetzt moduliert. Anstatt der aus 
Teilgittern zusammengesetzten Struktur kann auch ein Transmissionsgitter 
nach Abb. 7B, wie in Abb. 16A dargestellt, verdreht verwendet werden, womit 
der Phasenversatz der Struktur fur die einzelnen Scanlinien bei jeweils 
gleicher Modulationsfrequenz gezielt eingestellt werden kann. Die Eichung 
der Vorrichtung, d.h. die Bestimmung der Modulationsfrequenz und der 
Phasenlagen der Scanlinien erfolgt nach dem oben beschriebenen Verfahren. 
Die Struktur befindet sich in einer Zwischenbildebene der 
Mikroskopanordnung. Die Teileranordnung kann beispielsweise auch in einer 
Pupillenebene der Mikroskopanordnung eingesetzt werden. Hierbei werden 
beide Spiegel gegeneinander verkippt, so dass wiederum mehrere Linienfoki 
entstehen. 

Die zweite Anordnung in Abb. 16 (Abb. 16B) ist eine spezielle Anordnung zur 
Erzeugung eines Doppellinienfokus. Die Anordnung verwendet wiederum 
zwei parallel angeordnete Spiegel (SP1 und SP 2), wobei ein Spiegel (SP1) 
die Struktur ST selbst tragi Die Struktur ist reflektierend an den Stellen 
geringer Transmission. Die Struktur wird im Zwischenbild der 
Mikroskopanordnung angeordnet. Am Ausgang des Teilers entstehen 2 
Linien, deren Amplitudenmodulation genau gegenphasig ist. Die Linie 1 tragt 
somit exakt eine gegenuber der Linie 2 urn 180° verschobene 
Amplitudenmodulation. Die Struktur ist auf Glasplatte 1 aufgebracht. Bei 
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Verwendung von mehreren Wellenlangen wird der wellenlangenabhangige 
Parallelversatz in y-Richtung durch die planparallele Glasplatte durch eine 
unter einem Winkel von 90° angeordnete 2te Glasplatte gleicher Dicke 
kompensiert. Zusatzlich kann die gesamte Teilereinheit (T) zur Erzeugung der 
oben beschriebenen Phasenkodierung leicht urn die y-Achse verkippt werden. 
Eine Verschiebung der Struktur (ST) kann bei beiden Anordnungen entfallen. 
Die Scanbewegung des Y-Scanners erfolgt uber das eigentliche zu 
untersuchende Bildfeld hinaus, so dass jeder zu untersuchende Punkt der 
Probe einmal mit jeweils einer Linie unterschiedlicher Phasenlage der Struktur 
beleuchtet wird. Diese Anordnung ist besonders vorteilhaft fur die 
Untersuchung von sich schnell verandernden Proben, da sich Bewegungen 
oder schnelle Veranderungen in der Probe nicht mehr storend auf die 
Messung auswirken und die maximale Bildaufnahme-Geschwindigkeit des 
Linienscanners nicht durch die sequentielle Datenaufnahme reduziert wird. 
Die Detektion der parallel angeregten Linien erfolgt hierbei mit einem 
Matrixdetektor, im Falle von beispielsweise 3 Linien mit einem 3- 
Zeilendetektor. Alternativ kann auch ein Zeilendetektor zur Anwendung 
kommen, auf dem alle auf der Probe separierten Linien simultan detektiert 
werden. Die Separation der Information von jeder Linie kann durch den oben 
beschriebenen Algorithmus auf der Grundlage der verschiedenen Modulation 
(in Phase und / oder Frequenz) jeder Linie erfolgen. 

Anordnung 4: Strukturierte Beleuchtung mit quasisimultaner 
multispektraler Anregung 

In einer vierten Anordnung werden mehrere diskrete Anregungswellenlangen 
raumlich getrennt in verschiedene Scanlinien (z.B. bei 3 Laserlinien: L1, L2, 
L3 in x-Richtung) in die Probe abgebildet. Dazu werden durch ein dispersives 
Element (PR) (z.B. Transmissionsgitter, Gitterlinien in x-Richtung) mehrere 
parallele Anregungslinien unterschiedlicher Wellenlange erzeugt (siehe Abb. 
17), die mittels des y-Galvoscanners (y) und nachfolgender optischer 
Abbildung so uber die Probe bewegt werden, dass jeder Punkt im 
interessanten Scanfeid mindestens einmal von jeder Linie gescannt wird. Der 
optische Aufbau ist in Abb. 18 schematisch in der YZ-Ebene gezeigt. Jeweils 
eingezeichnet sind die Strahlschwerpunkte der Linienfoki. 
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Die Abspaltung der Fluoreszenzsignale von der Anregung erfolgt wiederum 
mit dem Hauptfarbteiler (MDB). Dabei gelangen die Fluoreszenzsignale, die 
durch die verschiedenen Anregungslinien erzeugt wurden, auf 
unterschiedliche Positionen L1-L3 in z-Richtung eines Matrixdetektors mit 
vorgeordneten Schlitzblenden in x-Richtung , wobei die Achse senkrecht zur 
Beleuchtungslinie der entsprechenden Wellenlange der Fluoreszenz 
entspricht. Die Achse entlang der Beleuchtungslinie auf dem Matrixdetektor 
entspricht hierbei der Ortskoordinate. 

Zusatzlich kann auch eine Phasen- bzw. Frequenzkodierung entsprechend 
den Anordnungen 1 und 2 erfolgen. Beispielsweise zur Phasenkodierung wird 
die Struktur (ST) urn die Y-Achse verkippt. Eine Frequenzkodierung kann z.B. 
mit den in Abb. 7D gezeigten speziellen Struktur erfolgen. Die spektralen 
Anteile konnen bei Einsatz einer Phasen- bzw. Frequenzkodierung wiederum 
simultan mit einer Detektormatrix, die alle Scanlinien simultan erfaftt, 
detektiert werden. Dazu wird im einfachsten Falle eine CCD-Zeile mit 
rechteckigen Pixeln (oder zusammengeschalteten Zeilen) verwendet, wobei 
die langeren Seiten der Pixel vorteilhaft in Richtung z (siehe Abb. 18) 
ausgerichtet sind, so dass beispielsweise die Scanlinien L1 bis L3 gemeinsam 
mit der Detektorzeile detektiert werden. Die Trennung der Signale, die durch 
die verschiedenen Scanlinienfoki angeregt wurden, erfolgt dann wiederum 
nach dem oben beschriebenen Algorithmus. Der Vorteil dieser Anordnungen 
liegt darin, dass die einzelnen Scanlinien nicht mehr getrennt auf einem 
Detektorarray detektiert werden mussen, sondern mit einem 
eindimensionalen Detektor erfafit werden konnen. 

Zusatzlich kann ein weiteres dispersives Element der zusatzlichen spektralen 
Aufspaltung der Fluoreszenzsignale senkrecht zur Beleuchtungslinie dienen. 
Hierzu kann wiederum das in Abb. 12 gezeigte Detektionsschema des 
multispektralen Linienscanners eingesetzt werden. In einer Richtung des 
Detektors wird eine Ortskoordinate abgebildet. Die frei programmierbare 
Ansteuerung ausgewahlter Detektorelemente (Zeilen) und die Kombination 
von Detektorelementen einer Spalte der Detektormatrix erlaubt eine flexible 
Auswahl von Spektralbereichen der Fluoreszenzemission. Hierzu konnen 
mehrere Zeilen des Detektors, in die verschiedene Fluoreszenzsignale 
entsprechend ihrer Wellenlange abgebildet werden, elektronisch zusammen 
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geschalten werden. Die multispektrale Detektion der Fluoreszenzemission 
kann wiederum mit der strukturierten Beleuchtung kombiniert werden. Dazu 
wird die linienformige Anregung zusatzlich z.B. mittels eines 
Transmissionsgitters strukturiert. Durch sequentielle Detektion von Bildern 
strukturierter Objekte mit unterschiedlichen Bildphasen und nachfolgender 
Berechnung kann wieder der Tiefenkontrast optimiert werden. Abb. 18 zeigt 
die Kombination eines multispektralen Linienscanners mit strukturierter 
Beleuchtung. Die Bildphase wird mit verschiedenen Strukturen sequentiell 
variiert. Die unterschiedlichen spektralen Anteile werden beispielsweise 
parallel mittels CCD-Array detektiert. Als konfokale Schlitzblenden miissten 
nach dem Stand der Technik in dieser Anordnung mehrere zu den einzelnen 
Scanlinien konjugiert angeordnete und frei bewegliche Blenden verwendet 
werden, die jedoch durch die Strukturierung der Scanlinien entfallen konnen. 
Dadurch wird der technische Aufwand erheblich erleichtert. 

Anordnung 5: Strukturierte Beleuchtung mit punktfdrmiger 
Probenwechselwirkung 

In einer funften Anordnung erfolgt statt einer linienformigen Anregung der 
Probe eine punktformige Anregung der Probe. Dazu wird das Laser Scanning 
Mikroskop entsprechend Abb. 1 nach dem Stand der Technik betrieben. 
Jedoch wird eine Struktur (ST) entsprechend Abb. 19 in einer 
Zwischenbildebene verwendet, die in Probenrichtung nach den Scannern x 
und y angeordnet ist. Durch das Scannen in x- bzw. y-Richtung wird die 
Struktur sukzessive in die Probe abgebildet. Die Aufnahme der Phasenbilder 
erfolgt durch ein Verschieben der Struktur mit PE. Zusatzlich kann auch eine 
quasisimultane Beleuchtung nach Anordnung 3 und 4 erfolgen. Eine 
Phasenkodierung bzw. Frequenzkodierung mit den oben beschriebenen 
Anordnungen ist ohne Einschrankung ubertragbar. Der Vorteil dieser 
Anordnung gegenuber einem herkommlichen Punktscanner ist, dass das 
Signal der Probe ohne descanning direkt mit einer CCD-Kamera gemessen 
werden kann. In diesem Falle wird auch auf die konfokale Blende verzichtet. 
Als CCD Kamera kann beispielsweise auch eine gegatete Kamera (Picostar, 
La Vision) verwendet werden. Dadurch konnen beispielsweise zeitaufgelbste 
Fluoreszenzaufnahmen von konfokalen optischen Schnitten erzielt werden. 
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Dies ist nach dem Stand der Technik nur durch den Einsatz nichtlinearer 
Probenwechselwirkungen moglich. 

Es kann jedoch auch eine descannte punktformige Detektion bzw. partiell 
descannte Detektion (Lit.: Stimson et al., Rev. Of Sc. Instr., (70), p3351, 
1999) nach dem Stand der Technik erfolgen. 

Durch die Phasenkodierung bzw. Frequenzkodierung konnen mit den 
beschriebenen Detektionsvarianten weiterhin die Signale der Probe, angeregt 
durch verschiedene Wellenlangen, simuitan aufgezeichnet werden. Dabei ist 
nur ein Detektor notwendig. Durch die Anordnung kann somit der Aufbau 
eines Laser Scanning Mikroskops entscheidend vereinfacht werden ohne 
dass die Flexibiltat eingeschrankt wird. Durch das Einschalten der Struktur 
kann zwischen einem herkommliches Laser Scanning Mikroskop und einem 
Laser Scanning Mikroskop mit struktierter Beleuchtung hin und her 
geschalten werden. 

Eine Kombination der Verfahren 1-5 ist ebenfalls Teil der Erfindung. Weiterhin 
ist auch eine Kombination der oben beschriebenen Verfahren mit 
sogenannten parallel scannenden Verfahren nach dem Stand der Technik 
ohne Einschrankung moglich. Bei diesen Verfahren erfolgt eine Abbildung 
mehrerer Punkte Oder Linien gleicher Intensitat simuitan als Matrix in die 
Probe (Lit.: Buist et al., J. o. Microscopy (192), p217, 1998 / Nielsen et al., J. 
o. Microscopy (201), p852, 2000). Dadurch konnen die Bildaufnahmeraten 
nochmals gesteigert werden. Weiterhin kann die Probe mit einem 
Tischscanner Oder einem Scanner nach dem Stand der Technik (z.B. Nipkow- 
Scheibe) abgebildet werden. 

Die beschriebenen vorteilhaften Anordnungen konnen zusatzlich auch zur 
Untersuchung von makroskopischen Proben vorteilhaft eingesetzt werden. 
Makroskopische Proben werden beispielsweise beim Screenen von 
Wirkstoffen auf einem Chip eingesetzt. Die Kantenlange der Scanfelder 
betragen hierbei einige 10 mm. Diese Scanfelder konnen z.B. durch eine 
Vergrolierung der Scanwinkel der Galvoscanner durch eine Anordnung der 
Probe in einem Zwischenbild der Mikroskopanordnung Beispielhaft in Fig. 2 
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Oder durch eine spezielie Objektivanordnung ( Makroobjektiv), die das 
Zwischenbild vergroftert auf die Probe abbildet erzielt werden. 
In Hell et al.; Journal of Microscopy, Vol. 202, Pt 3, June 2001, pp. 457-463 
wird eine Anordnung zur Erhohung des Fluoreszenzsignales bei einer 2 oder 
3-Photonen Anregung urn einen Faktor 1.5 bzw. 2.5 beschrieben. Hierzu 
erfolgt eine parallele Anregung der Probe in mehreren Foki, die raurnlich im 
Multiplexverfahren beleuchtet werden, wobei die durch Interferenz erzeugten 
Beleuchtungsmuster raurnlich Qber eine Periode verschoben werden und das 
Signal uber diese Periode zeitlich gemittelt registriert wird. Zweck dieser 
Anordnung ist die Erhohung des Fluoreszenzsignals bei einer Multiphotonen- 
Anregung. Einen Einfluft auf die raumliche Auflosung hat dieses Verfahren 
nicht, d.h. die optische Auflosung wird durch die nichtlineare Wechselwirkung 
in den einzelnen Probenpunkten nach dem oben erlauterten Stand der 
Technik erzielt. 

Erfindungsgemali wird hier eine interferometrische Uberlagerung mindestens 
zweier Teilstrahlen zur Umverteilung der mittleren Energie uber das zu 
untersuchende Scanfeld verwendet. Durch die Umverteilung der mittleren 
Energie kommt es zu einer Erhohung des Fluoreszenzsignals bei einer 
Multiphotonen-Anregung, Zusatzlich erzeugt die interferometrische 
Uberlagerung der Teilstrahlen die bereits oben beschriebene Strukturierung 
der Scanlinie zur Erhohung der optischen Auflosung. Bei gleichem 
Fluoreszenzsignal kann die mittlere Leistung pro Probenpunkt reduziert 
werden, so dass die zu untersuchende Probe weniger belastet wird. 
Zusatzlich konnen im Vergleich zum Stand der Technik bei gleicher 
Ausgangsleistung am Laser mehr Probenpunkte simultan untersucht oder bei 
gleicher Anzahl der Probenpunkte Laser mit geringerer Ausgangsleistung 
eingesetzt werden. 

Das erfindungsgemafce Verfahren ist somit zum Einsatz in Applikationen, die 
eine nichtlineare Probenwechselwirkung erfordern, besonders geeignet, da 
diese mit verringerter Anregungsintensitat und damit verringerter 
Probenschadigung untersucht werden konnen. 
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Das Prinzip des hier beschriebenen Verfahrens besteht darin, dass ein 
Laserstrahl mit Hilfe von Strahlteilern oder durch eine Pupillenteilung in 
mindestens zwei Teiistrahlen gleicher Leistung aufgeteilt wird, wobei die 
Wellenfronten der Teiistrahlen zueinander einen kleinen Winkel von 
typischerweise weniger als 5° einnehmen. Anschlieftend werden die n- 
Teilstrahlen in einem der Probe interferometrisch uberlagert, wodurch sich in 
Abhangigkeit von dem eingestellten Winkel ein periodisches Streifenmuster 
ergibt. Die Intensitat l M des Streifenmusters entlang der Koordinate x 
(Anregung) kann im allgemeinen wie folgt beschrieben werden: 



l 0 ist hierbei die Gesamtintensitat des Lasers auf der Probe, die zu gleichen 
Teilen auf die n Teiistrahlen aufgespalten ist. 6i sind die Winkel und <jx die 
Phasenbeziehungen zwischen den Teiistrahlen in Bezug auf einen willkiirlich 
herausgegriffenen Teilstrahl. 

Durch eine Phasenverschiebung (durch Anderung der Phasenbeziehungen 
4>i) der Struktur senkrecht zur optischen Achse konnen unterschiedliche 
Projektionsszenarien der Struktur erhalten werden. 

Die Modulationsfrequenz der strukturierten Beleuchtung wird durch die Winkel 
0i bestimmt. 

Abb.20A zeigt zwei ebene Wellenfronten in der X/Y Ebene - Teiistrahlen T1 , 
T2 der Weilenlange X, die zur optischen Achse der Anordnung einen Winkel 9 
einschliefien und miteinander interferieren. 

Durch Fokussierung in Y- Richtung, beispielsweise durch eine Zylinderiinse 
ZL in die Probenebene ergibt sich eine beugungsbegrenzte periodische 
linienformige Intensitatsverteilung entlang X auf der Probe. Die linienformige 
Intensitatsverteilung entlang X auf der Probe kann weiterhin durch diffraktive 
oder holographische Elemente nach dem Stand der Technik (Lit.: „Diffractive 
optics improve product design", Photonics Spectra, Laurin Publishing Co., Inc. 




(0) 
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September 1995) erfolgen. Weiterhin kann eine so genannte Powell Linse, 
wie sie in US 4,826,299 beschrieben ist, eingesetzt werden. Letzteres 
Element erzeugt im Vergleich zur Zylinderiinse eine homogenere 
Intensitatsverteilung entlang der Linse. Die Powell Linse und die diffraktiven 
bzw. holographischen Elemente werden hierzu beispielsweise in einer 
Pupillenebene der Mikroskopvorrichtung besonders vorteilhaft zwischen 
Lichtquelle und Scanner angeordnet. 

Fur die allgemeine interferometrische Oberlagerung von 2 Teilstrahlen 
gleicher Intensitat (mit der Gesamtintensitat von l 0 ) mit jeweils ebener 
Wellenfront ergibt sich folgende Intensitatsmodulation senkrecht zur optischen 
Achse: 

= v[l + cos(*-sin(0)-x + 0)] ,wobei k^lTtll (1) 

ist. 8 ist der Winkel zwischen den beiden Wellenfronten der beiden 
Teilstrahlen. X und <\> sind die Wellenlange der Teilstrahlen bzw. die 
Phasenlage der Modulationsfrequenz p. Durch Veranderung des Winkels 9 
kann die Periode der Modulation gezielt eingestellt werden und eine 
Anderung der optischen Schnittdicke erfolgen (siehe weiter vorn). Weiterhin 
andert sich in Abhangigkeit von der verwendeten Wellenlange die 
Modulationsfrequenz und es kann die bereits beschriebene 
Frequenzkodierung erfolgen. Die Phase der Modulationsfrequenz wird durch 
die Phasenbeziehung <j> zwischen den beiden Teilstrahlen bestimmt. Durch 
Variation von <J> entsprechend der vorangehenden Beschreibung konnen die 
Bildphasen eingestellt und eine Phasenkodierung durchgefuhrt werden. 

Die resultierende Intensitatsmodulation fur eine lineare 
Probenwechselwirkung (1-Photonenwechselwirkung) ist in Abb. 20B (1) 
dargestellt. Im Diagramm aufgetragen ist die jeweiiige Intensitat entlang der 
Scanlinie (x-Koordinate), wobei l 0 =1 o.B.d.A. angenommen wurde . Die 
Modulation ist kosinusformig mit der Periode p und pendelt zwischen 0 und 2 
urn die Symmetrieachse 1 . 
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lm folgenden wird die Erhohung der Signalausbeute bei einer nichtlinearen 
Probenwechselwirkung (Multiphotonenanregung, Erzeugung einer hoheren 
Harmonischen) anhand der interferometrischen Uberlagerung von 2 
Teilstrahien naher erlautert. 

Findet eine nichtlineare Wechselwirkung mit der Probe statt, dann miBt ein 
Detektor folgendes, aus der Wechselwirkung resultierendes Signal sn: 

s N (x) = I M (xf = [/ o .[l + cos(*-sin(0)-x + *)I\ (2) 

wobei N die Ordnung der Nichtlinearitat ist. Das sich aus dieser Gleichung 
ergebende Signal s N entlang der Scanlinie ist in Abb. 20B (2) fur eine 
quadratische Probenwechselwirkung N=2 (wie z.B. 2-Photonenanregung) 
dargestellt, wobei l 0 =1 o.B.d.A. angenommen wurde. Die Modulation ist 
weiterhin periodisch mit der Periode p. Jedoch ist die Modulation jetzt 
asymmetrisch und pendelt zwischen 0 und 4, da cos 2 (x) asymmetrisch zu 1 
ist. Diese Asymmetrie verstarkt sich fur groRere N. 

Das pro Periode der Intensitatsmodulation generierte Signal S N erhalt man 
durch eine Integration des Signals s N (x) in x-Richtung: 

S„=)l u (x) N dx, (3) 

0 

lm Vergleich dazu ergibt sich fur eine homogene Verteilung der Lichtintensitat 
l 0 entlang der Scanlinie in Richtung x folgende Probenwechselwirkung: 

F N =)l 0 N dx = I 0 N -p (4) 

0 

Abb. 21 zeigt noch einmal allgemein die Probenwechselwirkung bei 
Verwendung einer strukturierten Scanlinie im Vergleich zu einer homogenen 
Scanlinie, wobei jeweils die Intensitaten in beiden Linien gleich sind. 
Dargestellt ist das Verhaltnis S N /F N in Abhangigkeit von der Ordnung der 
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Nichtlinearitat N. Man erkennt, dass fur N>1, d.h. fur eine nichtlineare 
Probenwechselwirkung, das VerhSltnis grafter als 1 wird. Dies bedeutet, dass 
bei konstanter mittlerer Anregungsintensitat l 0 die Eifizienz der 
Probenwechselwirkung durch die Verwendung einer modulierten Linie im 
Vergleich zu einer homogenen Scanlinie steigt. Im Falle einer 2 
Photonenwechselwirkung ist die Effizienz beispielsweise um den Faktor 1 .5 
grofter. 

Abb. 22 zeigt schematisch verschiedene Aufbauten zur Erzeugung zweier 
Teilstrahlen. Jeweils eingezeichnet sind die Objektstrahlengange. 
Unterschieden wird hierbei zwischen einer Erzeugung der Teilstrahlen durch 
eine Teilung der Mikroskoppupille (Teilbilder A. und B.) und durch den Einsatz 
von Strahlteilern (Teilbild C). Die Aufspaltung in die 2 Teilstrahlen erfolgt in 
einer Pupillenebene des Mikroskops und in der xz-Ebene der 
Mikroskopanordnung, d.h. in der Ebene in der die Scanlinie erzeugt wird. Eine 
Teilung der Pupille ist insbesondere fur den Einsatz von mehreren 
Wellenlangen uber einen breiten Spektralbereich sinnvoll, da die 
Energieverteilung auf die beiden Teilstrahlen wellenlangenunabhangig ist. 
Nachteilig ist jedoch, wenn das Strahlprofil der Lichtquelle nicht homogen ist. 
Hierdurch kann es bei den Anordnungen A und B zu einer ungleichmaftigen 
Modulationstiefe entlang der Scanlinie kommen. Dies wird durch die 
Anordnung im Teilbild C vermieden. Jedoch steigen bei dieser Anordnung die 
Anforderungen an die Spektraleigenschaften des Strahlteilers. Generell ist 
eine Anpassung des Strahlprofils, z.B. durch den Einsatz von diffraktiven 
Elementen und eine Kombination mit Anordnungen nach Teilbild A, B Oder C 
moglich. 

Im Teilbild A wird Licht der Lichtquelle LQ, die ein kollimiertes Lichtbundel 
erzeugt, durch ein Fresnelsches Biprisma FBP gesendet. Die Zylinderlinse ZL 
befindet sich nach FBP und wirkt in der Ebene senkrecht zur Zeichenebene 
und optischen Achse. ZL kann wie in Abb. 22D dargestellt auch vor FBP ohne 
Einschrankung angeordnet sein. Durch das Biprisma erfolgt die Aufspaltung 
des kollimierten Strahles der Lichtquelle in 2 Teilstrahlen gleicher Energie, die 
einen Winkel 9 von typischerweise kleiner 5° einnehmen. Die beiden 
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Teilstrahlen kreuzen sich in einem Zwischenbild ZB der Mikroskopanordnung. 
In der xy-Ebene befmdet sich die durch Zylinderoptik ZL geformte Linie 
entlang der x-Richtung im Zwischenbild. Hier eingezeichnet ist beispielhaft 
eine Zylinderoptik ZL, die das Licht der Lichtquelle LQ in das Zwischenbild ZB 
fokussiert, d.h. die ZL steht genau im Abstand ihrer Brennweite vom 
Zwischenbild entfernt. Durch die nachfolgende Optik der Mikroskopanordnung 
(siehe Abb. 9, 10, 11, 12 und 23) gelangen die Teilstrahlen uber die 
Scanner X und Y, die Scanoptik SO, die Tubuslinse TL und das Objektiv O in 
die Probe. In der Probe uberlagern sich die beiden Teilstrahlen 
interferometrisch und bilden eine periodisch strukturierte Scanlinie entlang der 
x-Achse. Die Periode der Scanlinie ist abhangig von dem Neigungswinkel 6 
des FBP (siehe Abb. 22A) und der Wellenlange von LQ. Durch eine 
Verdrehung von FBP um den Drehpunkt DPin Abb. 22A kann die Bildphase, 
d.h. (j) gezielt eingestellt werden. Fur eine detaillierte Beschreibung der 
Mikroskopanordnung und des Verfahrens zur Generierung der Phasenbilder 
und der Berechnung der Schnittbilder wird auf die bereits erfolgte 
Beschreibung verwiesen. Der Vorteil der Variante A. ist, dass durch ein 
Einschalten FBP und ZL in den Mikroskopischen Strahlengang ein 
punktscannendes Laser Scanning Mikroskop besonders vorteilhaft in ein in 
Echtzeit und parallel scannendes Mikroskop umkonfiguriert werden Weiterhin 
ist die Modulationsfrequenz stark von der Wellenlange des eingestrahlten 
Lichtes durch die prismatische Wirkung von FBP abhangig. Dies ist 
insbesondere fur die Frequenzkodierung (siehe weiter oben ) vorteilhaft. 
Jedoch ist die prismatische Wirkung von FBP fur den Einsatz von 
Kurzpulslasern mit Pulslangen von kleiner 100 fs problematisch, da die 
einzelnen Spektralkomponenten der Laserpulse an verschiedene Orte der 
Probe abgebildet werden und es infolgedessen zu einer Verbreiterung der 
Pulse und damit zu einer Verringerung der Pulsspitzenleistung kommen kann. 
Abb. 22B zeigt daher eine weitere vorteilhafte Anordnung. Hierzu erfolgt die 
Aufspaltung mit einem reflektiven Element wie z.B. einem Dachkantenspiegel 
DKS. DKS ist so im Lichtquellenmodul (siehe Abb. 9, 10, 11, 12 und 23) 
angeordnet, dass sich die Teilstrahlen mit gleicher Energie in ZB in der xz- 
Ebene unter einem Winkel von 9 kreuzen. ZL fokussiert wiederum die LQ in 
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der yz-Ebene, so dass eine Linie in ZB geformt wird. Durch eine Veranderung 
des Winkels zwischen den beiden Spiegeln M1 und M2, z.B. durch ein 
Piezosteller oder eine Spindel, die gegen M2 Oder M1 druckt, kann der Winkel 
0 zwischen den beiden Teilstrahlen und damit die Modulationsfrequenz gezielt 
eingestellt werden. Zusatzlich kann eine Einstellung der Bildphase $ durch 
eine Verdrehung von DKS urn die eingezeichnete Drehachse DP erfolgen. 
Die Aufnahme und die Berechnung der optischen Schnitte geschieht 
wiederum analog zu dem bereits beschriebenen Verfahren. 
In der Anordnung nach Teilbild C werden durch den Strahlteiler BS - ein 
teildurchlassiger Planspiegel, 2 Teilstrahlen mit gleicher Energie erzeugt. Dies 
ist beispielsweise in DE 19904592 A1 beschrieben worden, hier erfolgt jedoch 
vorteilhaft ein Zusammenwirken mit dem Element zur Formung der 
linienformigen Intensitatsverteilung z.B. mittels Zylinderlinse ZL zur 
Erzeugung einer Scanlinie. 

Die Teilstrahlen gelangen im AnschluR uber 2 Spiegel M1 und M2 in 
Richtung ZB, so dass sie sich genau in ZB in der xz-Ebene kreuzen. ZL 
fokussiert wiederum den Strahl in der yz-Ebene, so dass in ZB eine Linie 
entlang x entsteht. Durch eine Verdrehung von BS kann der Winkel 9 
eingestellt werden. Die Einstellung der Bildphase <|> kann durch eine 
Verschiebung von M1 bzw. M2 Oder durch eine gemeinsame Verschiebung 
von M1 und M2 bei konstantem Abstand erfolgen. Die Aufnahme und die 
Berechnung der optischen Schnitte geschieht wiederum analog zu obiger 
Beschreibung . 

Zur Gesamtanordnung eines Mikroskopes, insbesondere Laser- Scanning- 
Mikroskopes, mit den beschriebenen Anordnungen zur Interferenz von 
Teillichtstrahlen wird auf bereits beschriebene Anordnungen ( z.B. Fig.9, 19, 
23) verwiesen, die ein Lichtquellenmodul entsprechend enthalten. 
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Patentanspruche 

1. 

Verfahren zur tiefenaufgelosten optischen Erfassung einer Probe, mit einer 
scannenden Bewegung von einer auf Oder in 

einer Probe erzeugten Beieuchtungslichtverteilung mindestens einer 
Wellenlange uber die Probe Oder zumindest einen Teil der Probe und 
Detektion insbesondere des aufgrund von Wechselwirkung mit der Probe 
beeinfluRten Lichtes , insbesondere Fluoreszenzlichtes und/ oder 
reflektierten Lichtes und/ oder Lumineszenzlichtes und/ oder gestreuten und 
/ oder transmittierten Lichtes 

wobei das Beleuchtungslicht eine Modulation in zumindest einer 
Raumrichtung aufweist 

und die scannende Bewegung und zur Scanbewegung zugeordnete Detektion 
zumindest bei einer ersten und einer zweiten unterschiedlichen Phasenlage 
der Modulation und/ oder ersten oder zweiten Frequenz der Periodizitat der 
Modulation erfolgt und mindestens ein optisches Schnittbild durch die Probe 
/ den Probenteil berechnet wird. 

2. 

Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Modulation durch Aufpragen 
mindestens einer zumindest eindimensional raumlich periodischen Struktur 
erfolgt. 

3. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2 , 

wobei eine Abbildung der Lichtverteilung auf die Probe erfolgt 
4. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
das Schnittbild bildlich dargestellt wird 

5. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
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eine optische Abbildung einer periodischen Struktur erfolgt 
6. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
mindestens ein Interferenzmuster der Probe aufgepragt wird 

7. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
mehrere Frequenzen und Phasenlagen der Struktur gleichzeitig auf die 
Probe abgebildet werden 

8. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
mehrere Frequenzen und/oder Phasenlagen der Struktur sequentiell auf die 
Probe abgebildet werden 

9. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
die Beleuchtung durch mindestens eine linienfdrmige Lichtverteilung erfolgt, 
die in der schmalen Richtung eine bis zu beugungsbegrenzte Ausdehnung 
und in der anderen, dazu rechtwinkligen Richtung ein Vielfaches dieser 
Ausdehnung aufweist 

10. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
die Abtastung mittels der Scanbewegung punktweise erfolgt 

11. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
innerhalb eines Scanfeldes eine Scanbewegung eines Linienmusters und / 
Oder mindestens eines ein - oder zweidimensionalen Punktmusters erfolgt 

12. 

Verfahren nach Anspruch 1 1 , wobei 
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ein zusammengesetztes Bild aus den abgescannten Linien- und/ oder 
Punktmustern erzeugt wird. 

13. 

Verfahren nach Anspruch 1 1 oder 12 , wobei 

ein aquidistantes Raster von Linien- und / oder Punktmustern verwendet wird 
14. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
das Beleuchtungslicht mehrere Wellenlangen enthalt 

15. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
bei n Wellenlangen mindestens n+1 Phasenlagen der Struktur detektiert 
werden 

16. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
Phase und/ oder Frequenz fur jede Wellenlange zur Erzeugung von 
Kodierwerten unterschiedlich eingestellt wird. 

17. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
eine wellenlangenabhangige Phasenkodierung und/ oder 

Frequenzkodierung des Beleuchtungslichtes erfolgt und jeweils pro 
Wellenlange mittels der Kodierung das optische Schnittbild berechnet wird. 

18. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
der Scanvorgang mit einer Linie mit mehreren Wellenlangen erfolgt 

19. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
der Scanvorgang mit mehreren Linien gleichzeitig erfolgt 
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20. 

Verfahren nach Anspruch 1 9 , wobei 

mit einer Oder mehreren WellenlSngen beleuchtet wird. 

21. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprGche, wobei 
bei der Berechnung von Phasenbildern (lj(x) mit der Bildphase: cpj) mit 
Phasenkodierung der Anregungswellenlange (<|>j) Bilder berechnet werden , 
die fur die jeweilige j-te Wellenlange charakteristische Bildinformationen vom 
pseudokonfokalen Schnitt (Cj) und vom Hintergrund (Bj) enthalten: 

n 

h (*) = Z C J (*> ' cos ^ ' x + + ) + Bj (x) 

I I (x) = ]T C J (*) * COS ( k ' X + $J + <P\ ) + B J (*) 
7=1 

A 00 = Z C ; W ' cos (* -x + tj +<p 2 ) + Bj (x) 

(*) = Z c y (*) ' cos ^ * x + ^ + P« ) + 5 y to 
, wobei 



fc 


c 12 
c 22 


\ 


f c 0 

C 2 




h 






^2 • 


" C nn) 











mit Cy (x) = cos(£ • jc + 0 y + ) - cos(£ + 0 y ) 
22. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, unter 
Verwendung einer periodischen Struktur, deren Periode sich mindestens in 
einer Raumrichtung ( Y) senkrecht zur Richtung der Periodizitat ( X) andert 
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23. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, unter 
Verwendung einer optischen Anordnung mit einer dispersiven Einheit die das 
Beleuchtungslicht in spektrale Bestandteile aufspaitet und wieder 
zusammenfuhrt, die eine Abbildungsoptik zur Abbildung der spektralen 
Anteile in eine Brennebene aufweist, wobei in Oder in der Nahe der 
Brennebene eine periodische Struktur zur wellenlangenabhangigen 
Beeinflussung des Beleuchtungslichtes vorgesehen ist 

24. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
die Erzeugung optischer Schnittbilder mit Hilfe von strukturierter Beleuchtung 
durch Aufnahme von Einzelbildern mit jeweils verschiedener 
Modulationsfrequenz und / oder Bildphase erfolgt 

25. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
durch Anderung der Modulationsfrequenz die optische Schnittdicke variiert 
wird 

26. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
eine Phasenkodierung bei simultaner Abbildung verschiedener Wellenlangen 
und / oder Linienfoki auf einen gemeinsamen Detektor erfolgt 

27. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei eine 
Frequenzkodierung bei simultaner Abbildung verschiedener Wellenlangen 
und / oder Linienfoki auf einen gemeinsamen Detektor erfolgt 

28. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
mehrere Wellenlangen zeitlich simultan auf die Probe abgebildet werden 
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29. 

Verfahren nach Anspruch 28, 

wobei die Abbildung raumiich getrennt Oder auf einen gemeinsamen Ort der 
Probe erfolgt 

30. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
eine Wellenlange auf die Probe abgebildet wird 

31. 

Verfahren nach Anspruch 30, wobei die Abbildung mehrfach raumiich 
getrennt oder auf einem Ort der Probe erfolgt 

32. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
die Lichtverteilung auf der Probe linien- oder punktformig ausgebildet ist 

33. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
eine sequentielle Aufnahme der Einzelbilder erfolgt. 

34. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
mehrere iinien- und / oder punktformige Lichtverteilungen erzeugt werden. 

35. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
eine parallele Aufnahme von Einzelbildern erfolgt 

36. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
bei mehreren Wellenlangen die Schnittdicken durch jeweilige Anderung der 
Modulationsfrequenz vorzugsweise gleich eingestellt werden 
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37. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
die Detektion mit Punktdetektor und / oder Zeilendetektor und/ oder 
Matrixdetektor erfolgt. 

38. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei eine 
wellenlangenabhangige Phasenkodierung durch eine 
Anordnung zur Erzeugung eines wellenlangenabhangigen Parallelversatzes 
entlang der periodischen Struktur erfolgt 

39. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei eine 
wellenlangenabhangige Phasenkodierung durch eine 
verkippte Platte in einem Zwischenbild erfolgt. 

40. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei eine 
wellenlangenabhangige Phasenkodierung durch ein 
dispersives Element erfolgt. 

41. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei eine 
wellenlangenabhangige Phasenkodierung durch eine 

optische Anordnung mit einer dispersiven Einheit die das Beleuchtungslicht in 
spektrale Bestandteile aufspaltet und wieder zusammenfuhrt, die eine 
Abbildungsoptik zur Abbildung der spektralen Anteile in eine Brennebene 
aufweist, wobei in oder in der Nahe der Brennebene eine periodische Struktur 
zur wellenlangenabhangigen Beeinflussung des Beleuchtungslichtes 
vorgesehen ist 

wobei die Struktur urn die optische Achse verdrehbar ist, erfolgt 
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42. 

Verfahren nach Anspruch 41, wobei die spektrale Aufspaltung in einem 
Zwischenbild erfolgt . 

43. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei eine 
Frequenzkodierung mehrerer Wellenlangen mittels einer optischen 
Anordnung mit einer dispersiven Einheit die das Beleuchtungslicht in 
spektrale Bestandteile aufspaltet und wieder zusammenfuhrt, die eine 
Abbildungsoptik zur Abbildung der spektraien Anteile in eine Brennebene 
aufweist, wobei in Oder in der Nahe der Brennebene eine periodische Struktur 
zur wellenlangenabhangigen Beeinflussung des Beleuchtungslichtes 
vorgesehen ist , mit 

Einer periodischen Struktur, deren Periode sich mindestens in einer 

Raumrichtung ( Y) senkrecht zur 

Richtung der Periodizitat ( X) andert , erfolgt 

44. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei eine 
Frequenzkodierung mehrerer Wellenlangen erfolgt , indem 
wellenlangenabhangig der AbbildungsmaBstab verandert wird 

45. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei eine 
Frequenzkodierung mehrerer Wellenlangen mit einer optische Anordnung mit 
einer dispersiven Einheit die das Beleuchtungslicht in spektrale Bestandteile 
aufspaltet und wieder zusammenfuhrt, die eine Abbildungsoptik zur Abbildung 
der spektraien Anteile in eine Brennebene aufweist, wobei in Oder in der Nahe 
der Brennebene eine periodische Struktur zur wellenlangenabhangigen 
Beeinflussung des Beleuchtungslichtes vorgesehen ist , mit einer aus 
mehreren Teilen unterschiedlicher Periodizitat zusammengesetzten Struktur 
erfolgt. 
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46. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspriiche, wobei eine 
sequentielle Aufnahme der Einzelbilder bei geanderter Bildphase erfolgt. 

47. 

Verfahren nach Anspruch 46, wobei eine Verschiebung der periodischen 
Struktur senkrecht zur optischen Achse erfolgt 

48. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspriiche, wobei eine 
sequentielle Aufnahme der Einzelbilder bei geanderter Bildphase durch 
Lageverstellung eines Scanners erfolgt 

49. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspriiche, wobei eine 
sequentielle Aufnahme der Einzelbilder bei geanderter Bildphase 
durch Verkippung einer planparallelen Platte erfolgt 

50. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspriiche, wobei eine 
sequentielle Aufnahme der Einzelbilder bei jeweils geanderter 
Modulationsfrequenz erfolgt. 

51. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspriiche, wobei eine 
sequentielle Aufnahme der Einzelbilder bei jeweils geanderter 
Modulationsfrequenz durch eine wellenlangenabhangige Anderung des 
Abbildungsmafistabes erfolgt. 

52. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspriiche, wobei eine 
sequentielle Aufnahme der Einzelbilder bei jeweils geanderter 
Modulationsfrequenz durch Einschwenken verschiedener Strukturen mit 
unterschiedlicher Periodizitat erfolgt. 
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53. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei eine 
sequentielle Aufnahme der Einzelbilder bei jeweils geanderter 
Modulationsfrequenz durch eine Verschiebung einer periodische Struktur, 
deren Periode sich mindestens in einer Raumrichtung ( Y) im wesentlichen 
senkrecht zur 

Richtung der Periodizitat ( X) andert , senkrecht zur Periodizitat, erfolgt. 
54. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
mehrere Lichtverteilungen auf der Probe erzeugt werden und eine parallele 
Aufnahme der Einzelbilder erfolgt 

55. 

Verfahren nach Anspruch 54 , mit der Erzeugung mehrerer Lichtverteilungen 
auf der Probe bei einer Wellenlange, insbesondere durch 
Aufspaltung der Beleuchtung in mehrere Teilstrahlen mit einer 
Strahlteileranordnung aus mindestens einem Vollspiegel und einem 
teildurchlassigen Spiegel oder 

Aufspaltung der Beleuchtung in mehrere Teilstrahlen mit mindestens einem 
Spiegel und einer reflektierenden periodischen Struktur die als Strahlteiler 
wirkt 

56. 

Verfahren nach Anspruch 54 , unter Erzeugung mehrerer Lichtverteilungen 
auf der Probe bei mehreren Wellenlangen, insbesondere durch 
Aufspaltung der Beleuchtung in mehrere Teilstrahlen mit einem dispersiven 
Element oder 

Aufspaltung der Beleuchtung in mehrere Teilstrahlen mit einer 
Strahlteileranordnung aus mindestens einem Vollspiegel und einem 
teildurchlassigen Spiegel oder 
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Aufspaltung der Beleuchtung in mehrere Teilstrahlen mit mindestens einem 
Spiegel und einer reflektierenden periodischen Struktur, die als Strahlteiler 
wirkt. 

57. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei eine 
parallele Aufnahme der Einzelbilder bei unterschiedlicher Phasenlage der 
Beleuchtung erfolgt. 

58. 

Verfahren nach Anspruch 57 bei mehreren Wellenlangen, insbesondere 
mittels einer 

Anordnung mit einem dispersiven Element , und einer periodische Struktur 
die urn die optische Achse verdrehbar ist , wobei das dispersive Element 
vorzugsweise im Zwischenbild angeordnet ist 
und /oder einer 

Anordnung mit einem dispersiven Element und einer periodische Struktur 
aus mehreren Teilen unterschiedlicher Periodizitat und das 
dispersives Element vorzugsweise im Zwischenbild angeordnet ist und/ oder 
Anordnung mit einem dispersiven Element wobei die periodische Struktur 
reflektierend ausgebildet ist und als Strahlteiler wirkt. 

59. 

Verfahren nach Anspruch 57 bei einer Wellenlange, insbesondere mittels 
einer 

Aufspaltung der Beleuchtung in mehrere Teilstrahlen mit einer 
Strahlteileranordnung aus mindestens einem Vollspiegel und einem 
teildurchlassigen Spiegel oder 

Aufspaltung der Beleuchtung in mehrere Teilstrahlen mit mindestens einem 
Spiegel und einer reflektierenden periodischen Struktur, die als Strahlteiler 
wirkt, wobei die Struktur um die optische Achse verdrehbar ist 
oder mittels 
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Aufspaltung der Beleuchtung in mehrere Teilstrahlen mit einer 
Strahlteileranordnung aus mindestens einem Vollspiegel und einem 
teildurchlassigen Spiegel oder 

Aufspaltung der Beleuchtung in mehrere Teilstrahlen mit mindestens einem 
Spiegel und einer reflektierenden periodischen Struktur, die als Strahlteiler 
wirkt, 

wobei die Struktur aus mehreren Teilen zusammengesetzt ist. 
60. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei eine 
parallele Aufnahme mit unterschiedlicher Modulationsfrequenz erfolgt 

61. 

Verfahren nach Anspruch 60 bei mehreren Wellenlangen, insbesondere 
mittels 

Anordnung eines dispersiven Element und einer periodischen Struktur, deren 
Periode sich mindestens in einer Raumrichtung ( Y) im wesentlichen 
senkrecht zur 

Richtung der Periodizitat ( X) andert 
oder einer 

Anordnung mit einem dispersiven . Element , wobei die periodische Struktur 
aus Teilen unterschiedlicher Periodizitat besteht, wobei das dispersive 
Element vorzugsweise in einem Zwischenbild angeordnet ist. 

62. 

Verfahren nach Anspruch 60 bei einer Wellenlange, insbesondere mittels 

Aufspaltung der Beleuchtung in mehrere Teilstrahlen mit einer Strahlteiler AO 

aus mindestens einem Vollspiegel und einem teildurchlassigen Spiegel oder 

Aufspaltung der Beleuchtung in mehrere Teilstrahlen mit mindestens einem 

Spiegel und einer reflektierenden periodischen Struktur, 

mit einer periodischen Struktur, deren Periode sich mindestens in einer 

Raumrichtung ( Y) im wesentlichen senkrecht zur 

Richtung der Periodizitat ( X) andert 

oder 
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Aufspaltung der Beleuchtung in mehrere Teilstrahlen mit einer Strahlteiler AO 
aus mindestens einem Vollspiegel und einem teildurchlassigen Spiegel oder 
Aufspaltung der Beleuchtung in mehrere Teilstrahlen mit mindestens einem 
Spiegel 

und einer reflektierenden periodischen Struktur, 

wobei die periodische Struktur aus Teilen unterschiedlicher Periodizitat 

besteht 

63. 

Anordnung zur tiefenaufgelosten optischen Erfassung einer Probe, 
insbesondere des aufgrund von Wechselwirkung mit einer Probe 
beeinflufiten Lichtes einer Beleuchtungslichtverteilung, insbesondere 
Fluoreszenzlichtes und/ oder reflektierten Lichtes und/ oder 
Lumineszenzlichtes und/ oder gestreuten und / oder transmittierten Lichtes 
enthaltend 

Mittel zur Beleuchtung der Probe mit mindestens einer Wellenlange 

Mittel zur Erzeugung einer Relativbewegung zwischen Probe und 

Beleuchtungslicht 

Mittel zur Abbildung des von der Probe beeinflufcten Lichtes auf mindestens 
einen Detektor 

Mittel zur Abbildung einer zumindest eindimensional raumlich periodisch 
veranderlichen Struktur in unterschiedlichen Phasen und/ oder Frequenzen 
der Periodizitat auf die Probe 

Mittel zur Berechnung mindestens eines optischen Schnittbildes aus der 
disinformation des von der Probe beeinfluliten Lichts 

64. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
Mittel zur bildlichen Darstellung des Schnittbildes vorgesehen sind. 

65. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
Mittel zur Abbildung mindestens eines Interferenzmusters vorgesehen sind. 
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66. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprCiche, wobei 
die Beleuchtung durch mindestens eine linienformige Lichtverteilung erfolgt, 
die in der schmalen Richtung eine bis zu beugungsbegrenzte Ausdehnung 
und in der anderen, dazu rechtwinkligen Richtung ein Vielfaches dieser 
Ausdehnung aufweist 

67. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
die Abtastung mittels der Scanbewegung punktweise erfolgt 

68. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
innerhalb eines Scanfeldes eine Scanbewegung eines Linienmusters und / 
oder mindestens eines ein - Oder zweidimensionalen Punktmusters erfolgt 

69. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
ein zusammengesetztes Bild aus den abgescannten Linien- und/ oder 
Punktmustern erzeugtwird. 

70. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
ein aquidistantes Raster von Linien- und / Oder Punktmustern verwendet 
wird 

71. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
das Beleuchtungslicht mehrere Wellenlangen enthalt 

72. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
der Scanvorgang mit einer Linie mit mehreren Wellenlangen erfolgt 
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73. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
der Scanvorgang mit mehreren Linien gleichzeitig erfolgt 

74. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
mit einer oder mehreren Wellenlangen gescannt wird 

75. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, mit einer periodische 
Struktur, deren Periode sich mindestens in einer Raumrichtung ( Y) 
senkrecht zur 

Richtung der Periodizitat ( X) andert. 
76. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche , mit einer optischen 
Anordnung mit einer dispersiven Einheit die das Beleuchtungslicht in 
spektrale Bestandteile aufspaltet und wieder zusammenfuhrt, die eine 
Abbildungsoptik zur Abbildung der spektralen Anteile in eine Brennebene 
aufweist, wobei in oder in der Nahe der Brennebene eine periodische Struktur 
zur wellenlangenabhangigen Beeinflussung des Beleuchtungslichtes 
vorgesehen ist 

77. 

Anordnung nach Anspruch 76, wobei die dispersive Aufspaltung in einer 
Zwischenbildebene erfolgt. 

78. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei 

eine Phasenkodierung bei simultaner Abbildung verschiedener Wellenlangen 

und / oder Linienfoki auf einen gemeinsamen Detektor erfolgt 

79. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche wobei eine 
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Frequenzkodierung bei simultaner Abbildung verschiedener Wellenlangen 
und / oder Linienfoki auf einen gemeinsamen Detektor erfolgt 

80. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche wobei 

mehrere Wellenlangen zeitlich simultan auf die Probe abgebildet werden 

81. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche 

wobei die Abbildung raumlich getrennt oder auf einen gemeinsamen Ort der 

Probe erfolgt 

82. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
eine Wellenlange auf die Probe abgebildet wird 

83. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche 

wobei die Abbildung mehrfach raumlich getrennt oder auf einem Ort der 

Probe erfolgt 

84. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche , wobei 

die Lichtverteilung auf der Probe linien- oder punktformig ausgebildet ist. 

85. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche 
wobei eine sequentielle Aufnahme der Einzelbilder erfolgt 

86. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche 

wobei mehrere linien und / oder punktformige Lichtverteilungen vorgesehen 

sind 
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87. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche 
wobei eine parallele Aufnahme der Einzelbilder erfolgt 

88. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche 

wobei die Detektion mit Punktdetektor und / Oder Zeilendetektor und/ Oder 

Matrixdetektor erfolgt. 

89. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche zur 
wellenlangenabhangigen Phasenkodierung 

90. 

Anordnung nach Anspruch 89 zur Erzeugung eines wellenlangenabhangigen 
Parallelversatzes entlang der periodischen Struktur 

91. 

Anordnung nach Anspruch 90, mit einer verkippten Planplatte 
in einem Zwischenbild 

92. 

Anordnung nach Anspruch 90 mit einem in Richtung der Periodizitat 
dispersiven Element in einer Abbildungspupille . 

93. 

Anordnung zur Phasenkodierung ,mit einer 

optischen Anordnung mit einer dispersiven Einheit die das Beleuchtungslicht 
in spektrale Bestandteile aufspaltet und wieder zusammenfuhrt, die eine 
Abbildungsoptik zur Abbildung der spektralen Anteile in eine Brennebene 
aufweist, wobei in Oder in der Nahe der Brennebene eine periodische Struktur 
zur wellenlangenabhangigen Beeinflussung des Beleuchtungslichtes 
vorgesehen ist 

wobei die Struktur urn die optische Achse verdrehbar ist 
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94. 

Anordnung nach Anspruch 93, wobei die spektrale Aufspaltung in einem 
Zwischenbild erfolgt 

95. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche zur 
Frequenzkodierung mehrerer Wellenlangen mit einer 

Optischen Anordnung mit einer dispersiven Einheit die das Beleuchtungslicht 
in spektrale Bestandteile aufspaitet und wieder zusammenfuhrt, die eine 
Abbildungsoptik zur Abbildung der spektralen Anteile in eine Brennebene 
aufweist, wobei in oder in der Nahe der Brennebene eine periodische Struktur 
' zur wellenlangenabhangigen Beeinflussung des Beleuchtungslichtes 

vorgesehen ist , mit 

einer periodischen Struktur, deren Periode sich mindestens in einer 
Raumrichtung (Y) senkrecht zur Richtung der Periodizitat ( X) andert. 

96. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche zur 
Frequenzkodierung mehrerer Wellenlangen, wobei 
wellenlangenabhangig der Abbildungsmafistab verandert wird. 

'97. 

/ • Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche zur 
Frequenzkodierung mehrerer Wellenlangen mit einer 

optische Anordnung mit einer dispersiven Einheit die das Beleuchtungslicht in 
spektrale Bestandteile aufspaitet und wieder zusammenfuhrt, die eine 
Abbildungsoptik zur Abbildung der spektralen Anteile in eine Brennebene 
aufweist, wobei in oder in der Nahe der Brennebene eine periodische Struktur 
zur wellenlangenabhangigen Beeinflussung des Beleuchtungslichtes 
vorgesehen ist , mit 

einer aus mehreren Teilen unterschiedlicher Periodizitat zusammengesetzten 
Struktur. 
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98. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche zur 
sequentiellen Aufnahme der Einzelbilder bei geanderter Bildphase 
unter Verschiebung der Struktur (PE) senkrecht zur optischen Achse. 

99. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche zur 
sequentielle Aufnahme der Einzelbilder bei geanderter Bildphase 
durch Lageverstellung eines Scanners 

100. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche zur 
^ sequentiellen Aufnahme der Einzelbilder bei geanderter Bildphase 
durch Verkippung einer planparallelen Platte . 

101. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche zur 
sequentiellen Aufnahme der Einzelbilder bei geanderter 
Modulationsfrequenz mit Mitteln zur wellenlangenabhangigen Anderung des 
Abbildungsmafistabes. 

102. 

- Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche zur 
• sequentiellen Aufnahme der Einzelbilder bei geanderter Modulationsfrequenz 
durch Einschwenken verschiedener Gitter mit unterschiedlicher Periodizitat. 

103. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche zur 
sequentiellen Aufnahme der Einzelbilder bei geanderter Modulationsfrequenz 
durch Verschiebung einer periodischen Struktur, deren Periode sich 
mindestens in einer Raumrichtung ( Y) im wesentlichen senkrecht zur 
Richtung der Periodizitat ( X) andert , senkrecht zur Periodizitat 
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104. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche zur 
Erzeugung mehrerer Lichtverteilungen auf der Probe und parallelen 
Aufnahme der Einzelbilder 

105. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche zur 
Erzeugung mehrerer Lichtverteilungen auf der Probe und paralleler 
Aufnahme der Einzelbilder bei einer Wellenlange insbesondere unter 
Aufspaltung der Beleuchtung in mehrere Teilstrahlen mit einer 
Strahlteileranordnung aus mindestens einem Vollspiegel und einem 
teildurchlassigen Spiegel 

und/ oder Aufspaltung der Beleuchtung in mehrere Teilstrahlen mit 
mindestens einem Spiegel und einer reflektierenden periodischen Struktur, 
die als Strahlteiler wirkt. 

106. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche zur 

Erzeugung mehrere Lichtverteilungen auf der Probe und paralleler Aufnahme 

der Einzelbilder 

bei mehreren Wellenlangen, insbesondere unter 

Aufspaltung der Beleuchtung in mehrere Teilstrahlen mit einem dispersiven 
Element und/ Oder 

Aufspaltung der Beleuchtung in mehrere Teilstrahlen mit einer 
Strahlteileranordnung aus mindestens einem Vollspiegel und einem 
teildurchlassigen Spiegel 

Aufspaltung der Beleuchtung in mehrere Teilstrahlen mit mindestens einem 
Spiegel und einer reflektierenden periodischen Struktur, die als Strahlteiler 
wirkt. 

107. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche zur 
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parallelen Aufnahme der Einzelbilder bei unterschiedlicher Phasenlage der 
Beleuchtung . 

108. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche zur 

parallelen Aufnahme der Einzelbilder bei unterschiedlicher Phasenlage der 

Beleuchtung 

bei mehreren Wellenlangen insbesondere mit einer 

Anordnung mit einem dispersiven Element , wobei die periodische Struktur 
urn die optische Achse verdrehbar ist und das 

dispersives Element vorzugsweise in einem im Zwischenbild angeordnet ist 
und/ Oder einer Anordnung mit einem dispersiven Element wobei die 
periodische Struktur aus mehreren Teilen unterschiedlicher Periodizitat 
zusammengesetzt ist 
und/ oder 

Anordnung mit einem dispersiven Element wobei die periodische Struktur 
reflektierend ausgebildet ist und als Strahlteiler wirkt 

109. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche zur 

parallelen Aufnahme der Einzelbilder bei unterschiedlicher Phasenlage 

bei einer Wellenlange insbesondere unter 

Aufspaltung der Beleuchtung in mehrere Teilstrahlen mit einer 

Strahlteileranordnung aus mindestens einem Vollspiegel und einem 

teildurchlassigen Spiegel und/ oder 

Aufspaltung der Beleuchtung in mehrere Teilstrahlen mit mindestens einem 
Spiegel und einer reflektierenden periodischen Struktur, wobei die Struktur 
um die optische Achse verdrehbar ist und/ oder 

Aufspaltung der Beleuchtung in mehrere Teilstrahlen mit einer Strahlteiler AO 
aus mindestens einem Vollspiegel und einem teildurchlassigen Spiegel oder 
Aufspaltung der Beleuchtung in mehrere Teilstrahlen mit mindestens einem 
Spiegel und einer reflektierenden periodischen Struktur, 
wobei die Struktur aus mehreren Teilen zusammengesetzt ist. 
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110. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche zur 
parallelen Aufnahme mit unterschiedlicher Modulationsfrequenz 

111. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche zur 
parallelen Aufnahme mit unterschiedlicher Modulationsfrequenz 
bei mehreren Wellenlangen, insbesondere mit einer 

Anordnung mit einem dispersiven Element und einer periodischen Struktur, 
deren Periode sich mindestens in einer Raumrichtung ( Y) im wesentlichen 
senkrecht zur 

Richtung der Periodizitat ( X) andert und/ oder 

Anordnung mit einem dispersiven . Element und einer periodischen Struktur, 
wobei die periodische Struktur aus Teilen unterschiedlicher Periodizitat 
besteht , 

wobei das dispersive Element vorzugsweise im Zwischenbild angeordnet ist 
112. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche zur 
parallelen Aufnahme mit unterschiedlicher Modulationsfrequenz 
bei einer Wellenlange insbesondere unter 

Aufspaltung der Beieuchtung in mehrere Teilstrahlen mit einer Strahlteiler AO 
aus mindestens einem Vollspiegel und einem teildurchlassigen Spiegel 
und/oder 

Aufspaltung der Beieuchtung in mehrere Teilstrahlen mit mindestens einem 
Spiegel und einer reflektierenden periodischen Struktur, die als Strahlteiler 
wirkt und/ oder 

mit einer periodischen Struktur, deren Periode sich mindestens in einer 
Raumrichtung ( Y) im wesentlichen senkrecht zur 
Richtung der Periodizitat ( X) andert 
und/ oder 

Aufspaltung der Beieuchtung in mehrere Teilstrahlen mit einer Strahlteiler AO 
aus mindestens einem Vollspiegel und einem teildurchlassigen Spiegel oder 
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Spiegel und einer reflektierenden periodischen Struktur, die als Strahlteiler 
wirkt wobei 

die periodische Struktur aus Teilen unterschiedlicher Periodizitat besteht . 
113. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei vor 
der Detektoranordnung mindestens ein dispergierendes Element vorgesehen 
ist. 

114. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche 
in einem Mikroskop, vorzugsweise einem Laser-Scanning -Mikroskop. 

115. 

Anordnung zur Anregung einer optischen Probenwechseiwirkung in 
mehreren Probenpunkten nach mindestens einem der vorangehenden 
Anspruche , 

-wobei ein Lichtstrahl in mindestens zwei Teillichtstrahlen zeriegt wird -die 
Teillichtstrahlen interferometrisch uberlagert und zu einer Linie geformt in die 
zu untersuchende Probe abgebildet werden 

-die entstehende mit einer periodischen Struktur modulierte Scanlinie uber 
die Probe gerastert wird 

und Bilder mit verschiedener Phasenlage der Struktur auf der Linie 
aufgezeichnet werden und konfokale Schnittbilder berechnet werden. 

116. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei die Teilstrahlen 
durch eine Pupillenteiiung erzeugt werden. 

117. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
die Teilstrahlen mit einem Fresnelschem Biprisma erzeugt werden 



59 



7505.1 DE 



118. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei 

eine Einstellung der Bildphase durch Verdrehen des Biprismas erfolgt. 

119. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei 

zur Frequenzkodierung unterschiedliche Wellenlangen der Teillichtstrahlen 

eingestellt werden 

120. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
die Teilstrahlen durch einen Dachkantenspiegel erzeugt werden 

121. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei 

eine Einstellung der Bildphase durch Verdrehung des Spiegels erfolgt 

122. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei 

eine Einstellung der Modulationsfrequenz durch Anderung des Winkels des 

Spiegels erfolgt. 

123. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei 

eine Erzeugung der Teilstrahlen durch einen Strahlteiler im Zusammenwirken 

mit zwei Spiegeln erfolgt. 

124. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei 

eine Einstellung der Bildphase durch Verschieben mindestens eines Spiegels 

erfolgt. 

125. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
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eine Einstellung der Modulationsfrequenz durch Verdrehen des Strahlteiiers 
erfolgt. 

126. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei 

eine Einstellung der Modulationsfrequenz durch Verdrehen mindestens eines 

Spiegels erfolgt 

127. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei ein 
Kurzpulslaser als Lichtquelle verwendet wird. 

128. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei 

ein optisches Element zur Formung einer linearen Intensitatsverteilung aus 

mindestens einer einer Zylinderlinse 

oder einem holographisches Element 

oder einem diffraktives Element 

oder einer Powell Linse besteht. 

129. 

Verfahren zur parallelen Anregung einer Probenwechselwirkung 

dadurch gekennzeichnet, dass 

-ein Lichtstrahl in mehrere Teillichtstrahlen zerlegt, 

-die Teillichtstrahlen interferometrisch uberlagert und zu einer Linie geformt in 
die zu untersuchende Probe abgebildet werden 

-die entstehende periodisch strukturierte Scanlinie uber die Probe gerastert 
wird 

und Bilder mit verschiedener Phasenlage der Struktur aufgezeichnet werden 
und konfokale Schnittbilder berechnet werden 

130. 

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei die 



61 



7505.1 DE 



Probenwechselwirkung eine Multiphotonen-Absorption in einem Farbstoff 
und/oder Erzeugung einer hoheren Harmonischen in einer Probe ist 

131. 

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche 

wobei die Fluoreszenz der absorbierten Strahlung bzw. die hohere 

Harmonische registriert wird 

132. 

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche , wobei 

der Farbstoff in der bestrahlten Region gebleicht und der ZufluR neuen 

Farbstoffs aus umliegenden Regionen untersucht wird (FRAP) 

133. 

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche 

wobei die Probenwechselwirkung die Anregung einer hoheren Harmonischen 
ist. 

134. 

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche 
wobei die untersuchte Probe eine biologische Probe ist. 
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